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La sclérodermie systémique est une maladie auto-immune d’origine inconnue, 
caractérisée par une activation du système immunitaire, une dysfonction endothéliale et une 
fibrose progressive des organes internes et de la peau [1]. L’atteinte pulmonaire présente deux 
facettes : la fibrose pulmonaire (ou pneumopathie interstitielle diffuse, PID) et l’hypertension 
artérielle pulmonaire (HTAP). Elle représente actuellement la première cause de morbidité et 
de mortalité directement liée à la ScS [2, 3]. La prise en charge de l’atteinte pulmonaire des 
patients atteints de ScS reste difficile car la progression de la PID est imprévisible et sa 
gravité variable entre patients. La physiopathologie de la maladie est complexe et n’est que 
partiellement connue. Un des défis cliniques est d’identifier les patients atteints de ScS ayant 
un risque élevé de développer une PID afin de leur proposer un traitement précoce dont 
l’efficacité sera d’autant plus grande que l’atteinte respiratoire est encore peu importante. Les 
traitements disponibles sont basés sur les médicaments immunosuppresseurs qui ont pour but 
de freiner ou d’arrêter l’alvéolite, manifestation précoce et encore réversible de la fibrose 
pulmonaire [4, 5]. Les explorations fonctionnelles respiratoires (EFR) constituent 
actuellement la méthode de surveillance recommandée de la PID liée à la ScS. Le test de 
marche de 6 minutes et le scanner thoracique évaluent respectivement les conséquences 
fonctionnelles et radiologiques des lésions de fibrose à un stade avancé de la maladie. La 
fibroscopie bronchique avec lavage broncho-alvéolaire (LBA) est un examen invasif qui 
apporte des preuves directes de l’alvéolite active, mais son usage reste limité en pratique 
clinique chez le patient atteint de ScS, réputé fragile [6, 7]. Il est donc nécessaire de 
développer un test non-invasif capable de détecter la présence, et/ou de suivre l’évolution, 
d’une inflammation débutante et/ou évolutive du poumon profond chez le patient atteint de 
ScS.  
Le monoxyde d’azote (NO) est un médiateur inter- et intracellulaire de nature gazeuse. 
Le NO joue un rôle physiologique important dans la régulation du tonus vasculaire. Lors de la 
réaction inflammatoire, le NO participe à l’immunité non spécifique et à la défense anti-
infectieuse par ses effets cytotoxiques vis-à-vis des virus, bactéries et parasites. Sous l’effet 
d’une stimulation par des cytokines pro-inflammatoires, la cellule produit une grande quantité 
de NO, 100 à 1 000 fois plus élevée que la production physiologique normale [8]. Il semble 
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pertinent de quantifier ce marqueur lors de la fibrose pulmonaire tant les arguments en faveur 
du rôle de l’inflammation alvéolaire dans l’apparition et la progression de la fibrose 
pulmonaire au cours de la ScS semblent convaincants. La première partie de ma thèse décrira 
l’état de nos connaissances sur le rôle du NO dans la fibrose interstitielle et les moyens 
disponibles pour évaluer sa production pulmonaire. Les produits d’oxydation du NO peuvent 
être quantifiés par la mesure des concentrations sériques de nitrites et de nitrates, et 
l’évaluation quantitative du NO dans l’air expiré. Puisque le NO peut être synthétisé aussi 
bien par les cellules des voies aériennes que celles du compartiment alvéolaire, il est donc 
important de pouvoir préciser l’origine anatomique du NO détecté dans l’air expiré. La 
modélisation de la synthèse pulmonaire et de la diffusion du NO entre différents 
compartiments tissulaires permet de calculer les concentrations locales (alvéolaires et 
bronchiques) et les débits de production du NO en fonction des débits expiratoires. Grâce à la 
modélisation des poumons assimilés à un organe à deux compartiments (un compartiment 
conducteur représenté par les bronches et un compartiment échangeur représenté par l’espace 
alvéolaire), nous avons mesuré le débit bronchique et la concentration alvéolaire du NO 
(CANO) à partir d’un minimum de 3 débits expiratoires. La concentration de NO dans l’air 
expiré est utilisée pour suivre l’évolution des maladies inflammatoires bronchiques comme 
l’asthme et la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) [9]. Nous avons trouvé 
[10], avec d’autres équipes [11-13], que la mesure de la CANO permet non seulement de 
détecter l’inflammation alvéolaire, mais elle est également corrélée à la présence et 
l’importance de la PID chez les patients porteurs d’une ScS. La deuxième partie de ma thèse 
porte sur l’évaluation de la valeur prédictive de la CANO sur l’évolution de la PID liée à la 
ScS et les liens physiopathologiques entre l’augmentation du NO expiré et les modifications 
phénotypiques des fibroblastes pulmonaires. 
Une des difficultés de l’étude de la physiopathologie de la PID est l’accès aux tissus 
pulmonaires des patients atteints de ScS. Les modèles expérimentaux de fibrose pulmonaire 
sont développés pour mieux caractériser les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués 
dans les processus inflammatoires et profibrosants. La recherche effectuée chez l’animal de 
laboratoire, contrairement à la recherche clinique, permet un accès facile aux cellules et tissus. 
Pour autant, les études in vivo chez le petit animal, notamment la mesure du NO expiré 
effectué chez l’animal éveillé est loin d’être aisée. C’est pour cela que nous avons mis au 
point un système de mesure de concentration fractionnaire du NO dans l’air expiré (FENO) 
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chez les souris porteuses d’une ScS expérimentale, pour évaluer l’inflammation pulmonaire 
avant et pendant l’installation de la fibrose pulmonaire causée par un inducteur de stress 





















REVUE DE LA LITTERATURE 
 
L’atteinte pulmonaire au cours de la sclérodermie systémique (ScS) comprend 
l’hypertension artérielle pulmonaire et la pneumopathie interstitielle diffuse (PID). La crise 
rénale sclérodermique, qui fut dans les années 80 la première cause de mortalité, a depuis 
nettement diminué de fréquence grâce à l’avènement des inhibiteurs de l’enzyme de 
conversion de l’angiotensine. En revanche, faute de traitements efficaces à visée pulmonaire, 
la fréquence des complications pulmonaires est restée stable, expliquant pourquoi les deux 
complications pulmonaires réunies sont aujourd’hui devenues la première cause de mortalité 
des patients atteints de ScS [2]. 
I La pneumopathie interstitielle diffuse 
I.1 Prévalence 
La prévalence de la PID varie selon la méthode diagnostique mise en œuvre. En effet, 
la radiographie thoracique est moins performante que le scanner thoracique en coupes fines 
pour détecter la PID. La prévalence de la PID retrouvée à la radiographie pulmonaire varie 
entre 33% et 65% [14-16], celle retrouvée avec le scanner thoracique en coupes fines est plus 
élevée, se situant entre 53% et 93% [15, 17-20]. La prévalence retrouvée au scanner 
thoracique est plus proche de celle des séries autopsiques qui se situe entre 74% à 100% [21, 
22]. Il faut néanmoins signaler que les atteintes pulmonaires des études autopsiques ne 
concernent que les patients gravement atteints et ne pourraient de ce fait être représentatives 
des atteintes respiratoires au cours de la ScS.   
La PID évolue dans un tiers des cas vers une insuffisance respiratoire terminale liée à 
une perte de volume pulmonaire, elle-même consécutive à la progression de la fibrose 
pulmonaire [2]. Le profil évolutif de cette complication sévère reste imprévisible. Les facteurs 
associés à un profil évolutif agressif et rapide sont : le sexe masculin, la forme diffuse de ScS, 
une longue évolution de la maladie, l’origine africaine des patients, et la présence d’auto-





La dyspnée d’effort est le symptôme le plus fréquent dont l’aggravation marque un 
tournant évolutif de l’atteinte pulmonaire. La toux sèche et les douleurs thoraciques atypiques 
représentent les autres symptômes, moins fréquents mais tout aussi invalidants pour les 
patients. A l’auscultation pulmonaire, on entend le plus souvent des râles crépitants en 
« velcro » aux bases pulmonaires. Cependant, la PID peut être découverte de manière fortuite 
au scanner thoracique chez un patient totalement asymptomatique. La dyspnée peut être 
d’apparition tardive, traduisant déjà une atteinte pulmonaire importante et étendue de la 
fibrose pulmonaire [25].  
Les facteurs prédictifs de l’aggravation de la PID sont peu nombreux, comprenant la 
capacité vitale forcée (CVF) et l’étendue de la fibrose pulmonaire constatée au scanner 
thoracique [6]. Seule la détection précoce des formes de fibrose pulmonaire ayant un risque 
élevé d’aggravation serait cliniquement utile, car elle permettrait alors l’identification de 
patients atteints de ScS nécessitant un traitement approprié et précoce afin d’empêcher 
l’évolution de la fibrose pulmonaire vers un stade irréversible [26, 27]. Les examens 
complémentaires pratiqués régulièrement au cours du bilan de surveillance annuel sont 
primordiaux pour le suivi de la PID. 
I.3 Diagnostic 
L’examen de référence pour le diagnostic de PID est la tomodensitométrie (TDM) 
pulmonaire. Les EFR permettent d’évaluer le retentissement de la PID sur la fonction 
respiratoire. Le LBA permet de détecter de manière invasive l’alvéolite. Cependant, il n’existe 
pas de corrélations étroites entre les anomalies retrouvées avec ces différents examens. 
I.3.1 Examens radiologiques 
La sensibilité de la radiographie thoracique à évaluer l’extension de l'atteinte 
interstitielle dans la PID est faible par rapport à la TDM thoracique, surtout dans la phase 
débutante de la maladie [28]. Les signes évocateurs sont un syndrome interstitiel, les images 
en aspect de verre dépoli, d’épaississement septal, de type réticulaire ou en aspect de « rayon 
de miel » dans les formes les plus évoluées [29]. 
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 Les images en verre dépoli sont définies par une augmentation floue de la densité 
du parenchyme pulmonaire, avec conservation des bords bronchiques et 
vasculaires ; pouvant être associées à un bronchogramme aérien. Elles peuvent 
avoir plusieurs étiologies, comme un comblement partiel des espaces aériens, un 
épaississement de l'interstitium, un collapsus partiel des alvéoles, ou une 
augmentation du volume sanguin capillaire.  
 Les opacités réticulées sont caractérisées par des lignes ombrées innombrables et 
entrelacées ressemblant à un grillage, qui peuvent être fines, intermédiaires ou 
épaisses. L'aspect radiologique en « rayon de miel » correspond à des espaces 
aériens kystiques, de localisation sous-pleurale, caractérisés par des parois souvent 
épaissies, de diamètre variant de 0,3 à 1 cm mais pouvant aller jusqu'à 2,5 cm. Les 
lésions prédominent au niveau des lobes inférieurs, dans les régions périphériques 
et postérieures. D'autres anomalies sont moins fréquemment retrouvées comme des 
adénopathies médiastinales, des anomalies pleurales, des micronodules 
parenchymateux ou sous-pleuraux [18, 30, 31]. 
L'association de certains aspects de la tomodensitométrie thoracique et la répartition 
des lésions pulmonaires sont préférentiellement associées à certains aspects histologiques. 
Ainsi, la pneumopathie interstitielle non spécifique (non specific interstitial penumonia, 
NSIP) est caractérisée par des images en verre dépoli bilatéraux et symétriques prédominant 
aux bases pulmonaires, associées à des images réticulaires et linéaires irrégulières et 
disséminées. Ces deux types de lésions peuvent coexister dans la même zone du parenchyme 
pulmonaire avec une distribution péri-bronchique préférentielle. L'aspect de pneumopathie 
interstitielle commune (usual interstitial pneumonia, UIP) se voit plus souvent aux bases 
pulmonaires avec des lésions sous-pleurales et para-septales, d’aspect pseudo-kystique ou en 
rayon de miel. L’aspect en rayon de miel est prédominant, bien qu’il existe une alternance de 
zones pathologiques et de zones saines, ce type histologique d’UIP est plus sévère que la 
NSIP [32]. 
Plusieurs études ont trouvé une bonne corrélation entre les images radiologiques et les 
aspects histologiques [33, 34]. Les images en verre dépoli correspondent généralement au 
niveau anatomopathologique à des zones d’inflammation des poumons, avec un infiltrat 
abondant de cellules mononucléées intra-alvéolaire et interstitiel. Ces images en verre dépoli 
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sont communément considérées comme le reflet de la phase précoce et inflammatoire de la 
PID [30].  
Dans l’histoire naturelle de l’évolution de la fibrose pulmonaire, les « images en verre 
dépoli » se transforment peu à peu en images réticulaires. Les images en « rayon de miel » 
correspondent à une fibrose évoluée et rétractile responsable d’une bronchiectasie ou 
bronchioloectasie par traction [35]. La fibrose pulmonaire débute de façon multifocale, 
touchant plusieurs zones du parenchyme pulmonaire en même temps. Sa progression se fait 
par phases successives, ce qui explique la coexistence de deux aspects scanographiques [25, 
36] et des lésions histologiques associant des zones pulmonaires inflammatoires et des zones 
de fibrose pulmonaire. La présence isolée des images en verre dépoli est davantage le reflet 
d’une pneumopathie inflammatoire pouvant parfois être réversible avec régression des images 
tomodensitométriques. En revanche, les lésions réticulaires et en aspect de rayon de miel sont 
des images totalement irréversibles [35, 37]. 
Goh et coll. [6] ont montré que la CVF et l’étendue de la fibrose visualisée au scanner 
thoracique permettaient d’identifier les patients présentant un risque élevé d’aggravation de la 
fibrose pulmonaire. Les patients ayant à la fois une fibrose étendue (supérieure à 20%) et une 
diminution de la CVF (inférieure à 70%) avaient davantage de risque d’avoir une fibrose 
rapidement évolutive associée à une plus forte mortalité. Les auteurs ont proposé un simple 
système d’évaluation semi-quantitative de l’étendue de la PID basé sur la TDM-HR et le 
résultat des EFR [6]. Cependant, l’ensemble de ces paramètres (score tomodensitométrique et 
valeurs de la CVF) ne mesure que l’étendue des lésions « irréversibles », la valeur 
pronostique de ces paramètres restant faible. En effet, la constatation selon laquelle les 
patients ayant déjà une fibrose pulmonaire sévère sont également ceux ayant la mortalité la 
plus élevée relève presque de l’évidence, et n’aide pas à détecter les malades susceptibles de 
développer une fibrose ni de prédire l’évolution (sévère ou non) ultérieure de cette fibrose 
lorsqu’elle est encore peu évoluée.  
I.3.2 Explorations fonctionnelles respiratoires (EFR) 
Les EFR sont des examens non invasifs et reproductibles qui permettent d’évaluer le 
retentissement fonctionnel et mécanique de la sclérodermie sur la fonction respiratoire. Elles 
peuvent mettre en évidence un syndrome restrictif, caractérisé par une diminution de la 
  
17 
capacité pulmonaire totale (CPT < 80% de la valeur théorique). Le syndrome restrictif est 
souvent associé à une diminution de la CVF et de la diffusion pulmonaire du monoxyde de 
carbone (DLCO). 
Bien que la définition du syndrome restrictif soit basée sur la diminution de la CPT, la 
CVF et la DLCO sont plus souvent utilisées comme critères de jugement objectifs dans les 
essais cliniques. Les études évaluant l’efficacité des médicaments, comme le 
cyclophosphamide ou l’interféron-γ (IFN-γ), ont utilisé les valeurs absolues pour calculer le 
pourcentage de variation des paramètres respiratoires. La réduction de la CVF ≥ 10% ou de la 
DLCO ≥ 15% (à partir des valeurs mesurées à l’inclusion) ont été utilisés dans les essais 
cliniques testant l’efficacité des médicaments dans la prise en charge thérapeutique des PID 
[6, 38]. Dans les études prospectives et longitudinales évaluant la PID, la diminution de la 
CVF est plus performante que la différence alvéolaire-artérielle en oxygène ou la réduction de 
la DLCO pour prédire la dégradation de la fonction respiratoire et la mortalité des malades 
[39-41]. Il existe une corrélation significative entre la CVF (atteinte fonctionnelle) et 
l’étendue des lésions pulmonaires évaluées par la TDM-HR (atteinte anatomo-radiologique) 
[6]. 
La valeur de la DLCO est inversement proportionnelle à l’épaisseur de la membrane 
alvéolo-capillaire et directement proportionnelle au volume capillaire pulmonaire comme 
l’ont montré Roughton et Forster dans leur description princeps du phénomène de diffusion 
alvéolo-capillaire des gaz [42]. Ainsi, la diminution de la DLCO peut être le reflet soit d’un 
épaississement de la membrane alvéolo-capillaire, soit d’une diminution du volume capillaire 
pulmonaire. Les patients atteints de ScS ayant une DLCO initiale inférieure à 55% de la 
valeur théorique ont un plus grand risque de développer une HTAP sur une période de suivi 
de 5,4 ans en moyenne [41, 43, 44]. D’après Steen et collaborateurs, la diminution isolée de la 
DLCO est plus sensible que les anomalies scanographiques de la TDM-HR pour prédire 
l’aggravation de la fibrose pulmonaire dans la ScS [45]. 
Le test de marche de 6 minutes est un test fonctionnel qui mesure la distance de 
marche (que le patient effectue à une allure vive, sans courir) parcourue en 6 minutes. Cette 
distance intègre la capacité de l’appareil locomoteur et la capacité d’adaptation 
cardiorespiratoire à l’exercice. La désaturation en oxygène, pendant et au décours du test de 
marche de 6 minutes, est un signe de sévérité de la PID [46, 47] et de l’HTAP [47, 48]. Bien 
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que la reproductibilité et la validité du test soient satisfaisantes chez les patients ayant une ScS 
[49], les études évaluant la corrélation entre la distance de marche et les paramètres 
fonctionnels respiratoires (CVF et DLCO) donnent des résultats contradictoires, probablement 
à cause de l’hétérogénéité interindividuelle des facteurs de comorbidité et de 
déconditionnement à l’exercice d’origine non respiratoire [48-50]. 
I.3.3 Lavage broncho-alvéolaire 
Le lavage broncho-alvéolaire (LBA) est la quantité de liquide obtenu par aspiration 
des bronches distales et des alvéoles après une injection de 60 ml à trois reprises. Le liquide 
de LBA permet l’analyse du nombre de cellules et de leurs proportions, et reflète l’infiltration 
des cellules dans la zone du parenchyme pulmonaire lavée. L'analyse cellulaire du liquide de 
LBA permet d’éliminer une infection broncho-pulmonaire et d’affirmer une alvéolite active 
chez les patients ayant une sclérodermie systémique dont les signes cliniques et fonctionnels 
évoquent une atteinte pulmonaire (fièvre, asthénie, crépitants aux bases). L’alvéolite est 
caractérisée par une augmentation des polynucléaires neutrophiles [7, 51-56], associée ou non 
à une augmentation des polynucléaires éosinophiles [7, 51, 53, 56, 57]. Certaines études ont 
également trouvé une augmentation des lymphocytes chez des patients sclérodermiques [7, 
54, 55] mais l’alvéolite à lymphocytes est plutôt présente dans les formes débutantes de 
fibrose pulmonaire [55].  
Certaines études ont montré que l’augmentation des neutrophiles ou des éosinophilies 
dans le liquide du LBA est associée à des formes évoluées de la PID [51, 53, 58]. Bien que 
plusieurs études utilisent la neutrophilie du LBA comme critère d’évaluation de la sévérité de 
la PID, et dans le suivi thérapeutique des essais cliniques [7, 51, 54-56, 59], la valeur 
pronostique de ce marqueur reste controversée [6, 7, 56]. Dans une étude de cohorte de 141 
patients atteints de ScS, la neutrophilie retrouvée dans le LBA est un mauvais facteur 
pronostique chez les patients dont la durée de la maladie est inférieure à 2 ans, mais ne l’est 
pas chez les patients ayant une durée de la maladie supérieure à 2 ans. L’étude a conclu que 
les résultats de LBA n’ont pas apporté plus d’information vis-à-vis de l’évolutivité de la PID 
par rapport aux EFR et à la TDM-HR. Il n’existe pas de corrélation entre le nombre 
d’éosinophiles et de lymphocytes du LBA et la mortalité, ou la vitesse de la dégradation 
fonctionnelle respiratoire chez ces patients [6]. Une étude ancillaire du groupe « Scleroderma 
Lung Study » a montré que la cellularité du LBA (reflétant la présence ou non d’une 
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alvéolite) ne permet pas l’identification des patients répondeurs au traitement par le 
cyclophosphamide [56]. En revanche, le LBA est un outil indispensable pour étudier les 
mécanismes cellulaires et moléculaires de la physiopathologie de la PID liée à la ScS [7, 56, 
60]. 
I.3.4 Histo-anatomo-pathologie 
Les pneumopathies interstitielles diffuses comprennent classiquement deux phases : 
une phase inflammatoire du parenchyme pulmonaire encore appelée alvéolite, suivie d’une 
phase fibrosante irréversible. Les patients atteints de sclérodermie systémique ayant une 
inflammation pulmonaire sont plus susceptibles d’aggraver leur fonction respiratoire au cours 
de l’évolution de leur maladie [61, 62]. 
Les informations scientifiques des études anatomo-pathologiques des poumons 
prélevés en post-mortem chez les patients présentant une fibrose pulmonaire publiées avant 
1990 semblent aujourd’hui discutables. En 1991, Harrison et collaborateurs [32, 63] ont 
effectué la première étude mettant en relation l'aspect histologique des biopsies pulmonaires 
et les anomalies radiologiques chez les malades atteints de ScS. Ces auteurs ont mis en 
évidence une association entre les anomalies structurales précoces du parenchyme pulmonaire 
et les lésions histologiques. Cet infiltrat leucocytaire, associé à une augmentation du nombre 
des macrophages et plus rarement des polynucléaires neutrophiles et des lymphocytes dans les 
espaces alvéolaires, est corrélé de façon significative à une fibrose des parois alvéolaires. On 
note aussi la présence des lymphocytes activés et les plasmocytes. Des mastocytes sont 
retrouvés par endroit au contact des fibroblastes interstitiels, suggérant que la fibrose pourrait 
être médiée par les mastocytes. Cette étude princeps a permis à ses auteurs de montrer la 
présence de foyers inflammatoires alvéolaires actifs associée à une fibrose pulmonaire 
étendue [63].  
On décrit habituellement 6 grands types de lésions histologiques de la pneumopathie 
interstitielle diffuse d’après les recommandations de l’ATS/ERS publiées en 2002, résumées 
dans l’Annexe A [64]. Les formes anatomopathologiques de la PID les plus fréquemment 
rencontrées au cours de la sclérodermie sont la pneumopathie interstitielle non spécifique (ou 
NSIP) et la pneumopathie interstitielle commune (ou UIP). L'aspect histologique de NSIP 
semble plus fréquent que celui d’UIP bien que les fréquences relatives de ces deux formes 
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varient selon les études [32, 65, 66]. Dans une étude rétrospective portant sur les biopsies 
chirurgicales pulmonaires de 80 patients atteints de ScS, Bouros et collaborateurs [67] ont 
trouvé un aspect de NSIP chez 62 patients (77,5%), d’UIP chez 6 patients, et de fibrose en 
rayons de miel avec une perte complète de l'architecture alvéolaire chez 6 patients 
(Bouros_2002). En revanche, le pronostic de la fibrose pulmonaire ne semble pas dépendant 
de l’aspect histologique alors qu’il est fortement corrélé à la diminution de la CVF et de la 
DLCO. Dans ces conditions, la biopsie pulmonaire itérative n’est pas justifiée pour suivre les 
patients atteints de ScS avec une fibrose pulmonaire, contrairement à la fibrose pulmonaire 
idiopathique où la présence d’une UIP, synonyme de pronostic péjoratif, nécessite le recours à 
la biopsie pulmonaire pour sa mise en évidence. 
I.3.5 Biomarqueurs sériques 
Plusieurs biomarqueurs ont été impliqués dans le diagnostic, le pronostic et le suivi 
thérapeutique de la PID dans la ScS. Ces biomarqueurs peuvent être différenciés et classés 
selon leurs origines cellulaires. Provenant des cellules épithéliales alvéolaires de type-2, les 
protéines du surfactant-A (SP-A), -D (SP-D) et la glycoprotéine Klebs de type mucine à haut 
poids moléculaire (KL-6) dont la concentration sérique est corrélée à la sévérité de la maladie 
évaluée par la TDM-HR [68, 69] ou par les EFR [70-72], sont les biomarqueurs les plus 
spécifiques pour l’évaluation du pronostic de la maladie [73, 74]. 
La chimiokine CCL-18, essentiellement sécrétée par les macrophages alvéolaires 
activés par les cytokines de type Th2, joue un rôle important dans la fibrose pulmonaire par 
stimulation des fibroblastes responsables de la production excessive des collagènes. 
L’augmentation de la concentration sérique de CCL-18 est associée au développement de la 
fibrose pulmonaire ainsi qu’à la réduction de la CVF et de la DLCO [75]. La concentration de 
CCL-18 dans le liquide de LBA est également plus élevée chez des patients sclérodermiques 
avec une alvéolite active, attestée par la cellularité leucocytaire [76]. Plus récemment, nous 
avons montré que la concentration sérique de CCL-18 permet d’identifier les patients ScS 
possédant un risque élevé d’aggravation de la fonction respiratoire sur une période de suivi de 
33 mois en moyenne [77] (Annexe B). 
Enfin, les biomarqueurs d’origine endothéliale comme le VEGF, l’endothéline-1 ou 
les molécules d’adhésion vasculaire [78] sont parfois associés à l’activité de la PID  [79,80]. 
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Ces marqueurs endothéliaux sont néanmoins considérés comme plus spécifiques de l’HTAP 
(que de la PID) dans la sclérodermie systémique [74]. 
I.3.6 Apports respectifs des différents examens complémentaires  
Les résultats de ces examens complémentaires ne sont pas toujours cohérents, rendant 
l’interprétation difficile [28, 30]. La plupart des auteurs ont néanmoins conclu que l’examen 
du liquide de LBA est plus sensible que le scanner thoracique pour détecter la pneumopathie 
interstitielle diffuse dans la sclérodermie systémique et que les anomalies du liquide de LBA 
pourraient précéder les anomalies radiologiques dans la majorité des cas. 
Dans une étude prospective réalisée sur 54 patients avec une alvéolite fibrosante 
cryptogénique et 57 patients sclérodermiques, Wells et coll. ont trouvé que la sévérité de 
l’atteinte fonctionnelle respiratoire n’est pas associée à la présence d’images en verre dépoli 
visualisées par la TDM-HR et que les EFR ne permettent pas, de ce fait, de distinguer la phase 
inflammatoire précoce de la phase fibrosante irréversible de la PID. Cette constatation est 
valable tant pour l’examen initial que pour les études de suivi de la maladie [81].  
Au final, les données anatomopathologiques, cytologiques et radiologiques confirment 
l’existence d’une inflammation pulmonaire à la phase initiale de la PID. Cette phase 
inflammatoire semble transitoire et difficile à détecter. Il s’agit cependant de la seule phase au 
cours de laquelle nous avons la possibilité d’agir de façon précoce et efficace afin de changer 
le cours de la maladie par un traitement anti-inflammatoire empêchant l’évolution ultérieure 
vers une fibrose irréversible. En effet l’inflammation pulmonaire évolue, mais de façon non 
linéaire, avec des phases d’accalmie et des périodes d’exacerbation, vers le développement 
d’une fibrose irréversible, altérant de façon définitive la fonction d’échanges gazeux des 
poumons. Malgré son intérêt pour le diagnostic de l’alvéolite, la fibroscopie bronchique et le 
LBA sont difficilement réalisables de façon répétée pour le suivi des malades. Il serait alors 
intéressant de disposer d’un paramètre biologique plus facilement accessible pour le personnel 
soignant, et moins invasif pour le malade, obtenu à partir d’un prélèvement sanguin et/ou 
urinaire ou à partir de l’analyse de l’air expiré, pour détecter cette inflammation et suivre son 
évolution au cours du temps ou en réponse à telle ou telle intervention thérapeutique. 
Il n’existe pas d’études évaluant la relation entre le nombre et la proportion des 
cellules inflammatoires du liquide de LBA et la concentration de monoxyde d’azote (NO) ou 
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de ses métabolites (nitrites et nitrates ou NOx) dans le sérum ou le liquide de LBA. En 
revanche, de nombreuses études, initiées depuis le milieu des années 90, ont porté sur la 
mesure du NO dans l’air expiré et des NOx dans le sérum chez les patients atteints de ScS 




II  Mécanismes cellulaires de la fibrose pulmonaire dans la sclérodermie 
systémique 
La physiopathologie de la ScS n’est que très partiellement connue. En revanche, les 
anomalies histologiques sont bien décrites, montrant l'implication des cellules endothéliales, 
des fibroblastes et des cellules du système immunitaire dont les monocytes/macrophages et 
les lymphocytes. Les altérations fonctionnelles de ces cellules expliquent certaines des 
manifestations cliniques de la maladie. Les lésions cellulaires (Figure 1) sont caractérisées par 
une triade, comprenant :  
1. un dysfonctionnement endothélial qui semble jouer le rôle de phénomène 
initiateur,  
2. un dérèglement du système immunitaire avec activation des lymphocytes T 
et B, responsables d’une production accrue des cytokines, des facteurs de 
croissance et des auto-anticorps, ainsi qu’une infiltration chronique des 
monocytes/macrophages et des lymphocytes T dans les tissus touchés,  
3. une fibrose progressive de la peau et des organes internes [87, 88] qui 




Figure 1: Mécanismes cellulaires de la pathophysiologie de la fibrose dans la sclérodermie 
systémique. 
II.1 Lésions vasculaires et dysfonction endothéliale 
La lésion vasculaire représente l’événement le plus précoce au cours de l’histoire 
naturelle de la ScS comme attestée par le phénomène de Raynaud et les ulcères digitaux chez 
les patients atteints de ScS [89]. Ces lésions vasculaires peuvent être la conséquence des effets 
directs ou indirects des auto-anticorps anti-cellules endothéliales (AECA) dont la 
concentration sérique est souvent élevée chez les patients atteints de ScS. Les AECA 
provoquent l’activation des cellules endothéliales qui vont surexprimer à leurs surfaces les 
molécules d’adhésion vasculaire (VCAM1, ICAM et E-Sélectine) permettant l’adhésion et la 
diapédèse des cellules mononucléées. Ces dernières vont migrer vers le site de la lésion, 
entretenant et/ou accentuant l’inflammation locale [87].  
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Une dysfonction endothéliale favorise également la vasoconstriction. Les cellules 
endothéliales lésées augmentent la synthèse et la sécrétion des cytokines vasoconstrictrices 
comme l’endothéline-1 (ET-1) et diminuent celle de facteurs endothéliaux vasodilatateurs 
comme le monoxyde d’azote (NO) et la prostacycline. Ceci entraîne une vasoconstriction et 
un défaut d’oxygénation tissulaire dont l’hypoxie résultante stimule la production de VEGF 
[90]. On note également une augmentation de la synthèse des facteurs angiogéniques 
accompagnée d’une diminution des cellules progénitrices des cellules endothéliales au cours 
de la ScS, responsables de la raréfaction du lit vasculaire, l’apparition des ulcères digitaux et 
le développement d’une hypertension artérielle pulmonaire [91]. 
L’endothéline-1 joue un rôle primordialt dans la fibrogenèse de la ScS. Elle induit la 
prolifération des fibroblastes [92] et stimule la différentiation de ces derniers en 
myofibroblastes [93]. L’ET-1 a un effet profibrosant similaire à celui du TGF-β en stimulant 
la sécrétion de CTGF qui provoque à son tour la synthèse de collagènes [94]. Le traitement 
par le bosentan, un antagoniste non sélectif des récepteurs ET-A et ET-B de l’ET-1, peut 
empêcher la survenue d’une fibrose pulmonaire chez les rats intoxiqués par la bléomycine 
[95]. Malheureusement, le traitement par le bosentan n’a pas amélioré de façon significative 
la capacité d’exercice des patients porteurs d’une PID associée à la ScS [96].  
Les lésions vasculaires entraînent un déséquilibre de la balance coagulation/fibrinolyse 
et provoquent la libération in situ de thrombine [97]. La thrombine induit la prolifération des 
fibroblastes [98] et la transformation des fibroblastes pulmonaires en myofibroblastes [99, 
100]. L’inhibiteur direct de thrombine, le Dabigatran, inhibe les effets profibrosants de la 
thrombine sur les fibroblastes in vitro en diminuant l’expression de α-SMA, du CTGF et la 
production de collagènes. L’étude préclinique récente a confirmé l’intérêt thérapeutique du 
Dabigatran dans la prévention et le traitement de la fibrose pulmonaire induite par la 
bléomycine chez la souris [101]. 
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II.2 Inflammation et activation du système immunitaire: 
L’inflammation et l’activation du système immunitaire jouent également un rôle 
important dans la fibrogenèse de la ScS, liant l’atteinte endothéliale à la fibrose tissulaire 
[102, 103].  
II.2.1 Inflammation 
L’inflammation pulmonaire est un processus cellulaire, caractérisé par l’infiltration de 
cellules inflammatoires (comme les lymphocytes T, les macrophages, les polynucléaires 
neutrophiles et éosinophiles, et les mastocytes) dans l’espace alvéolaire et le tissu interstitiel 
pulmonaire [61, 63]. Ces cellules inflammatoires induisent la fibrose pulmonaire par la 
production de médiateurs solubles capables d’initier et d’amplifier l’inflammation locale, puis 
l’activation secondaire des fibroblastes résidents.  
Les chimiokines comme l’interleukine-8 (IL-8), la MIP-1α, la RANTES (ou CCL-5) 
et la MCP-1 (ou CCL-2) peuvent attirer les lymphocytes T, les macrophages, les 
polynucléaires neutrophiles et éosinophiles vers les lésions inflammatoires pulmonaires. Ces 
chimiokines peuvent indirectement stimuler la fibrose via l’augmentation de la production 
d’IL-6 et de TGF-β dont les effets profibrosants sont bien connus [104-106]. 
Les cytokines de la réponse immunitaire Th2 comme l’IL-4 et l’IL-5 peuvent 
également stimuler l’inflammation et la fibrose. La sécrétion de ces cytokines dans le liquide 
de LBA par les cellules mononucléées des patients atteints de ScS est plus élevée que celle 
des sujets témoins [107]. L’IL-4 exerce son effet chimiotactique vis-à-vis des fibroblastes 
cutanés [108] et stimule la transcription du collagène 1α2 par les fibroblastes cutanés et 
pulmonaires des patients atteints de ScS [109]. Les souris transgéniques surexprimant l’IL-4 
sont caractérisées par une hyperplasie des cellules épithéliales et la présence d’un infiltrat 
pulmonaire constitué de macrophages, des lymphocytes et des polynucléaires éosinophiles et 
neutrophiles [110]. Les ARN messagers codant l’IL-2, l’IL-4, l’IL-5 et l’IFN-γ sont 
significativement augmentés chez des patients porteurs d’une PID liée à la ScS par rapport 
aux patients atteints d’alvéolite fibrosante cryptogénique et par rapport aux témoins [111]. 
En résumé, l’inflammation chronique, tant cutanée que pulmonaire, accompagne les 
lésions fibrotiques chez des patients atteints de ScS. Les cellules inflammatoires activées 
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synthétisent et sécrètent des cytokines profibrosantes dans le plasma et le liquide de LBA. 
Que ce soit à un niveau local (alvéolaire) ou systémique (affectant la peau et divers organes 
internes), les cytokines profibrosantes stimulent à leur tour les fibroblastes et initient la 
fibrose. Ces cytokines peuvent également avoir une action autocrine et/ou paracrine et 
induisent une fibrose pulmonaire dont l’évènement initiateur est de nature inflammatoire. La 
fibrose peut par la suite s’auto-entretenir alors que l’inflammation peut s’estomper, surtout 
lors des phases tardives de la maladie [1, 112].  
II.2.2 Activation du système immunitaire 
Les principales cellules du système immunitaire impliquées dans la physiopathologie 
de la ScS sont les macrophages et les lymphocytes. 
II.2.2.1 Monocytes/macrophages 
Les macrophages sont présents dans les infiltrats interstitiels et péri-vasculaires 
dermiques [113], les espaces alvéolaires et l’interstitium pulmonaire [61] des patients atteints 
de ScS. Chez ces patients, les monocytes CD14+ circulants et les macrophages dermiques 
expriment les marqueurs membranaires d’activation et de différentiation (CD163+ ou 
CD204
+
) vers le phénotype M2, caractérisé par la libération plus importante de médiateurs 
pro-inflammatoires et fibrogéniques comme le TGF-β [114]. Dans les phases précoces du 
modèle murin de réaction du greffon contre l’hôte, l’infiltration dermique de macrophages est 
accompagnée d’une augmentation de sécrétion des cytokines et des chimiokines comme le 
TGF-β, la MCP-1, la MIP-1α et la RANTES. Il existe une bonne corrélation entre la présence 
de ces cellules inflammatoires et l’importance de la fibrose cutanée et de la fibrose 
pulmonaire survenue ultérieurement [115]. 
II.2.2.2 Lymphocytes T 
Au cours de l’activation du système immunitaire adaptatif, les lymphocytes T CD4+ 
produisent classiquement soit des cytokines de type T helper-1, Th1 (IL12 et interféron γ), 
soit des cytokines de type Th2 (IL4, IL5 et IL13). Au cours de la ScS, il existe un déséquilibre 
de la balance Th1/Th2 en faveur du profil Th2 qui favorise les processus biologiques menant 
à la fibrose, quel qu’en soit le facteur déclenchant [88, 103]. Des expérimentations animales 
avec l’infection par le parasite Schistosoma mansoni montrent le rôle prédominant de l’IL13 
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au cours de la fibrose hépatique liée à la présence chronique des œufs de parasites [116]. Chez 
la souris, le transfert de lymphocytes T avec un profil Th1 confère un effet protecteur lors de 
la stimulation par les antigènes de mycobactérie, alors que le transfert des lymphocytes Th2 
entraîne une réponse inflammatoire granulomateuse et fibrosante au niveau du tissu 
pulmonaire [117]. Les souris présentant une réponse T helper orientée vers Th2, par déficit du 
facteur T-bet un facteur de transcription spécifique pour Th1, développent une fibrose cutanée 
exagérée en réponse à la bléomycine, médicament anticancéreux inducteur de fibrose [118]. 
Ces données montrent l’importance du rôle du profil cytokinique Th2 dans les mécanismes de 
la fibrose.  
Chez les patients atteints de ScS, les données de la littérature attestent aussi une 
orientation du profil cytokinique en faveur de Th2. En effet, l’étude du profil d’expression par 
micro-array des lymphocytes circulants des patients atteint de ScS - par rapport aux patients 
atteints de lupus et à des volontaires sains - montre une augmentation de l’expression des 
gènes ILR2B et GATA3, qui orientent le profil des cytokines vers Th2 [119]. La production 
des cytokines Th2 est retrouvée au niveau de la peau [120], mais aussi dans les liquides de 
LBA [107] des patients atteints de ScS.  
Pendant la phase inflammatoire précoce, il existe une augmentation d’IL-1α, TNF-α, 
MIP-1α, IL-8, RANTES et thrombine dans le liquide de LBA des patients atteints de ScS. Les 
cytokines profibrosantes telles que le PDGF et le TGF-β sont augmentées au cours de la phase 
chronique de la maladie [121]. Il existe également une augmentation de la concentration d’IL-
4, IL-6, IL-8 et CCL2 (MCP-1) dans le liquide du LBA des patients ayant une ScS avec PID. 
Cette augmentation est significativement associée à la sévérité de la fibrose pulmonaire 
évaluée par la TDM-HR (pour la MCP-1) ou les EFR (pour IL-4, IL-8 et MCP-1) [60].  
En revanche, le dosage plasmatique et/ou sérique des cytokines des patients atteints de 
ScS donne des résultats contradictoires. La plupart des études ont trouvé une production 
élevée des cytokines Th2 comme IL-4, IL-13, IL-6, IL-10 et MCP-1 [122-126] alors que 
d’autres ont mis en évidence une augmentation des cytokines Th1 comme IFN-γ, TNF-α, IL-
1α, IL-2, IL-12 et CXCL10 [127-129]. Les effets profibrosants des principales cytokines 





Tableau I : Cytokines impliquées dans l’induction de la fibrose dans la ScS [130 ,131] 
 
II.2.2.3 Lymphocytes B 
La présence des auto-anticorps est non seulement utile au diagnostic clinique de la 
ScS, elle est également le témoin de l’activation des lymphocytes B au cours de la ScS. Les 
anticorps anti-centromères et les anticorps dirigés contre la topo-isomérase I permettent 
d’orienter le diagnostic vers une forme limitée ou diffuse de la maladie. En dehors de leur 
intérêt diagnostique, ces anticorps ne présentent pas de caractère pathogénique direct et leurs 
concentrations ne sont corrélées ni à la sévérité ni à l’activité de la maladie [132]. Les rôles 
physiopathologiques de certains auto-anticorps sont aujourd’hui mieux compris bien qu’il 
subsiste de nombreuses interrogations quant à leurs significations pronostiques [133].   
Les anto-anticorps anti-récepteur du Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) sont 
présents dans le sérum des trois quarts de patients atteints de ScS. L’effet pathogène de ces 
autoanticorps s’explique par l’activation des cellules endothéliales et le stress oxydatif qui en 
résulte. Les auto-anticorps anti-PDGFR sont aussi capables d’induire la transformation 
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phénotypique des fibroblastes en myofibroblastes et la production de collagène de type I par 
ces derniers [134].  
Malgré l’absence de déterminants antigéniques précis, les auto-anticorps anti-cellules 
endothéliales (AECA) et les auto-anticorps anti-fibroblastes (AFA) semblent jouer un rôle 
dans la physiopathologie de la ScS. Les AECA induisent l’apoptose des précurseurs 
endothéliaux venant de la moelle osseuse. Ce phénomène est responsable à la fois de la 
dysfonction endothéliale, de l’inflammation et de l’activation immunitaire dans la ScS [135, 
136]. Les AFA activent les fibroblastes pulmonaires des patients atteints de ScS, comme le 
montre la surexpression d’ICAM-1, qui favorise la communication intercellulaire entre les 
fibroblastes activés et les monocytes. Les fibroblastes activés par les AFA augmentent la 
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires comme IL-1α, IL-1β et IL-6 et sont sujets au 
mécanisme autocrine via IL-1 et son récepteur IL-1Ra [137]. 
D’autres arguments en faveur de l’implication des lymphocytes B dans la 
physiopathologie de la fibrose viennent de l’expérimentation menée chez la souris Tight-skin 
1 (Tsk-1), un modèle animal génétique (mutation du gène de la Fibrillin-1) de ScS. Cette 
souris Tsk présente une fibrose cutanée progressive qui peut diminuer si la déplétion en 
lymphocytes a lieu précocement (pendant les 3 premiers jours de vie de la souris). En 
revanche, on n’observe aucun effet sur la fibrose cutanée en cas de déplétion lymphocytaire 
plus tardive. Ces données montrent l’implication des lymphocytes B dans la phase initiale du 
processus de la fibrose qui évolue par la suite pour son propre compte indépendamment des 
lymphocytes B [138].  
Les arguments in vivo en faveur de l’implication des lymphocytes B sont apportés par 
l’étude de Matsushita et collaborateurs, montrant que les concentrations sériques du facteur 
activateur des lymphocytes B (B cell-activating factor : BAF) sont augmentés chez les sujets 
sclérodermiques par rapport aux volontaires sains. Le suivi longitudinal montre qu’une 
diminution de la concentration sérique de BAF s’accompagne d’une amélioration de la fibrose 
cutanée. A l’inverse, une augmentation de la concentration sérique de BAF s’accompagne 
d’une aggravation de la fibrose cutanée. Cette même équipe a montré que les lymphocytes B, 
stimulés in vitro par le BAF, sont capables de produire de l’IL6 qui active et stimule les 
fibroblastes cutanés [139].  
  
31 
II.3 Activation des fibroblastes 
II.3.1 Caractéristiques des fibroblastes dans la ScS 
Les fibroblastes isolés des lésions cutanées des patients atteints de ScS (fibroblastes 
ScS) ont un phénotype constitutivement activé de type myofibroblaste, caractérisé par 
l’expression de l’α-SMA et par la production excessive de collagènes et d’autres 
macromolécules de la MEC. Cette caractéristique hyperactive persiste in vitro après plusieurs 
passages de subculture [140]. Plusieurs études ont montré le rôle important de la voie de 
TGF-β dans l’augmentation de la production de collagènes par les fibroblastes ScS [141-143]. 
La production exagérée de collagènes est significativement corrélée à l’augmentation de 
l’expression des récepteurs du TGF-β (TGF-βRI et TGF-βRII), même si la concentration de 
TGF-β n’est pas élevée dans les surnageants de culture de fibroblastes [143]. Le TGF-β à 
faibles concentrations induit l’expression des récepteurs α du PDGF (PDGF-Rα) et la co-
stimulation par le TGF-β et le PDGF-AA entraîne de manière sélective l’augmentation de la 
prolifération cellulaire des fibroblastes ScS en comparaison avec d’autres types de 
fibroblastes [142]. Les fibroblastes produisent eux-mêmes le TGF-β qui les maintient activés, 
formant une autorégulation positive et suggérant un mécanisme autocrine dans l’activation 
des fibroblastes. L’inhibition de cette voie autocrine peut constituer une éventuelle voie 
thérapeutique de la fibrose pulmonaire dans la ScS [144, 145]. 
En dehors de la production exagérée de collagènes, les fibroblastes contribuent à la 
persistance de l’inflammation locale par un effet chimiotactique via la sécrétion de la MCP-1 
(Monocyte Chemoattractant Protein-1), favorisant la migration des monocytes à travers la 
barrière des cellules endothéliales vasculaires et augmentant l’infiltration inflammatoire des 
tissus. Cet effet est indépendant de l’activation des cellules endothéliales car les surnageants 
de culture de fibroblastes ScS n’induisent pas l’expression des molécules d’adhésion 
vasculaires y compris la VCAM-1, l’ICAM-1 et la E-selectin [146, 147].  
Un défaut d’apoptose est également impliqué dans l’accumulation des 
myofibroblastes. En effet, les fibroblastes isolés des patients atteints de ScS sont plus 
résistants à l’apoptose induite par le système Fas/Fas-L par rapport aux fibroblastes normaux. 




II.3.2 Origine des fibroblastes 
Les myofibroblastes sont des fibroblastes atypiques qui présentent un phénotype 
activé incontrôlé en exprimant l’α-SMA. Dans les années 70s, les myofibroblastes sont 
considérés comme ayant uniquement une origine locale, provenant des fibroblastes résidents 
de l’organe atteint [140]. Aujourd’hui, l’on pense que ces myofibroblastes ont une origine 
multiple avec différents précurseurs, y compris les péricytes des parois vasculaires, les 
fibroblastes adventitiels, les précurseurs fibroblastiques circulants d’origine médullaire, 
connus sous le nom de fibrocytes, les cellules épithéliales et les cellules endothéliales [88, 
149-152].  
L’expression de l’extra-module A de la fibronectine (ED-A FN) et les forces 
biomécaniques sont nécessaires pour la transdifférenciation des fibroblastes en 
myofibroblastes induite par le TGF-β. Abraham et collaborateurs ont montré que les 
myofibroblastes et les péricytes vasculaires expriment ED-A FN et Thy-1 dans la peau des 
patients atteints de ScS diffuse mais pas dans la peau des sujets sains. L’expression 
préférentielle du marqueur de prolifération cellulaire PCNA (Proliferating Cell Nuclear 
Antigen) par les péricytes et les myofibroblastes est un bon argument en faveur de la 
transition entre ces deux types de cellules et du lien existant entre l’atteinte vasculaire et la 
phase fibro-proliférative précoce chez les patients atteints de ScS [150]. 
Les fibrocytes, un précurseur mésenchymateux provenant de la moelle osseuse, 
peuvent migrer vers les tissus atteints selon le gradient de chimiokines. L’expression du 
récepteur CXCR4 et de son ligand CXCL12, une chimiokine connue pour son rôle dans la 
régulation de la circulation des cellules progénitrices, est élevée dans le derme et l’épiderme 
des malades atteints de ScS [153]. L’utilisation d’un anticorps neutralisant CXCL12 permet 
de prévenir la fibrose pulmonaire expérimentale induite par la bléomycine [154]. 
Les cellules épithéliales et endothéliales contribuent à la fibrose par la 
transdifférenciation en myofibroblastes via la transition épithéliale mésenchymateuse [155] et 




II.3.3 Rôles des médiateurs cellulaires dans les modifications phénotypiques des 
fibroblastes dans la ScS 
Plusieurs cytokines, chimiokines et facteurs de croissance contribuent à l’activation 
des fibroblastes, et à la formation puis l’accumulation des myofibroblastes dans les foyers de 
fibrose. 
II.3.3.1 Transforming growth factor (TGF-β), Connective Tissue Growth Factor 
(CTGF) et Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) 
Le TGF-β est à la fois un facteur de croissance et une cytokine pléiotrope appartenant 
à la superfamille du même nom qui regroupe les Activins et les Bone Morphogenetic Protein 
(BMP). Synthétisé par plusieurs types de cellules, dont les fibroblastes et les cellules 
endothéliales, le TGF-β se fixe sur le récepteur TGFβ-R2 et provoque une hétérodimérisation 
avec l’autre type de récepteur, le TGFβR1, qui possède une activité enzymatique de type 
sérine/thréonine kinase permettant la phosphorylation des protéines de transduction de la voie 
Smad. Les protéines Smad 2 et Smad 3 phosphorylées se fixent sur Smad 4 et le complexe des 
protéines Smad ainsi formé est capable d’effectuer une translocation nucléaire relayant 
l’information du signal de la membrane cellulaire vers le noyau. Cette translocation nucléaire 
est inhibée par Smad 7 qui inhibe la phosphorylation des Smads 2 et 3. L’adhésion du 
complexe Smad avec les promoteurs des gènes cibles provoque une transcription et une 
augmentation de l’expression de ces gènes [156]. Le TGF-β est nécessaire à la cicatrisation 
car celle-ci est anormalement retardée chez les souris dont le gène TGF-β est invalidé.  
Chez les patients atteints de ScS, les fibroblastes dermiques présentent une forte 
capacité de production du Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) [157] et du Connective 
Tissue Growth Factor (CTGF) [158]. Il existe une sécrétion paracrine et autocrine de TGF-β 
et CTGF [158] et une augmentation de l’expression des récepteurs de TGF-β par les 
fibroblastes de patients atteints de ScS [159]. Il existe une accumulation nucléaire anormale et 
spontanée de molécules Smad 3 phosphorylées en l’absence de stimulation par le TGF-β 
[160], ainsi qu’un défaut d’expression de Smad 7 dans les fibroblastes dermiques issus des 
patients atteints de ScS par rapport aux fibroblastes normaux [161]. Ce défaut relatif en Smad 
7 existe également dans un modèle murin de fibrose cutanée et pulmonaire induite par des 
injections répétées de bléomycine [162].  
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Les fibroblastes dermiques des patients atteints de ScS présentent une activation 
aberrante de la voie PDGF-A/PDGF-Rα. La production de PDGF-A est augmentée par l’IL-
1α endogène alors que l’expression de PDGF-Rα est stimulée en réponse au TGF-β et/ou à la 
thrombine [142]. De plus, le PDGF peut induire l’expression des récepteurs du TGF-β dans 
les fibroblastes dermiques, suggérant une activation réciproque de ces deux voies de 
signalisation TGF-β et PDGF à l’origine de la persistance des mécanismes de fibrose dans la 
ScS [163]. 
II.3.3.2 Interleukines et chimiokines 
D’autres cytokines de type Th2 comme l’IL4 et l’IL13 sont également capables 
d’induire les modifications phénotypiques des fibroblastes. L’IL13 est une cytokine 
pléiotrope, capable de stimuler la prolifération des fibroblastes et la production des collagènes 
[164]. Les effets profibrosants d’IL13 sont liés à l’activation irréversible des fibroblastes 
induite directement ou indirectement par le TGF-β [165]. 
Les études récentes ont montré que les chimiokines et leurs récepteurs peuvent jouer 
un rôle important dans l’inflammation et la fibrose de la ScS [166]. La chimiokine ligand 2 
(CCL2), aussi appelée Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP1), est sécrété par les 
cellules endothéliales, les macrophages, les fibroblastes, etc. Elle exerce son effet 
chimiotactique sur les monocytes et les lymphocytes. L’expression génique de CCL2 est 
augmentée dans la fibrose chez l’homme et dans divers modèles animaux. Le CCL2 stimule 
l’expression génique de collagène de type I dans les fibroblastes de rats par l’intermédiaire de 
l’induction génique endogène de TGF-β [167]. CCL2 induit également l’expression des 
métallo-protéinases de la matrice (MMP-1 et MMP-2) et l’inhibiteur tissulaire de MMP-1 
(TIMP-1) dans les fibroblastes dermiques in vitro [168]. Il existe une augmentation de 
l’expression de CCL2 et son principal récepteur CCR2 dans les vaisseaux, les infiltrats 
inflammatoires péri-vasculaires et les fibroblastes des patients atteints de ScS  [169, 170]. En 
particulier, les fibroblastes ScS qui expriment le CCR2 durant la phase précoce de ScS 
présentent un phénotype activé profibrosant avec une surexpression de α-SMA, CTGF et 
CCL2 [171]. Ces résultats suggèrent une activation autocrine des signaux profibrosants via la 




II.3.4 Stress oxydatif 
Le métabolisme cellulaire génère de nombreux métabolites énergétiques utiles mais 
également de nombreuses molécules néfastes via le « stress oxydatif ». Ces molécules, 
nocives pour la cellule, sont neutralisées par plusieurs systèmes antioxydants qui les 
empêchent de provoquer des lésions cellulaires. Le stress oxydatif est dû aux effets 
cytotoxiques des molécules capables d’induire une réaction d’oxydation. La famille de ces 
molécules, nombreuses, est constituée d’espèces réactives dérivées de l’oxygène (ERO). Les 





ou non-radicalaires (H2O2, ONOO

). Il existe dans la plupart des cellules une production 
constitutive (physiologique et en faible quantité) des ERO par la chaîne respiratoire 
mitochondriale. Ces molécules interviennent dans l’apoptose, la prolifération cellulaire et le 
remodelage tissulaire. Les ERO sont neutralisées par plusieurs mécanismes antioxydants dont 
les enzymes superoxyde dismutase (SOD), catalase, glutathion peroxydase et des substances 
non-enzymatiques comme l’α-tocophérol, la β-carotène, l’acide ascorbique et le glutathion 
[172]. Un déséquilibre de la balance stress oxydatif/enzymes antioxydants en faveur du 
premier survient lorsque la production des ERO est trop élevée ou les systèmes antioxydants 
sont insuffisants [173]. 
Les ERO peuvent stimuler l’expression des cytokines pro-inflammatoires et pro-
fibrosantes comme le PDGF et le TGF-β. Les fibroblastes ScS produisent de manière 
constitutive, et en l’absence de stimulus externes, une quantité plus importante d’ERO comme 
l’anion superoxyde (O2
) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2) via l’activation du complexe 
NADPH oxydase membranaire. Cette production intracellulaire excessive d’ERO est 
responsable de la prolifération des fibroblastes et l’expression élevée de collagène de type I 
dans la ScS [174]. Les ERO dont la production est induite par le PDGF peuvent, même à de 
faibles concentrations, stimuler la prolifération et l’activation des fibroblastes [175, 176]. Un 
traitement par les antioxydants réduit l’expression des ARN messagers du CTGF et la 
production de collagènes et d’autres protéines de la MEC [177, 178]. 
Des injections sous-cutanées quotidiennes d’acide hypochloreux (HOCl), un puissant 
agent oxydant, induisent la formation d’une fibrose locale et systémique chez la souris et 
reproduisent les principales caractéristiques de la ScS comprenant l’inflammation, l’auto-
immunité, la vasculopathie ainsi que la fibrose cutanée et pulmonaire [179, 180]. Ce modèle 
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murin, qui a permis d’explorer différentes voies de signalisation impliquées dans la 
physiopathologie de cette maladie [181, 182], nous a également servi de moyen d’étude pour 
explorer in vivo et in vitro l’inflammation alvéolaire dans le troisième volet de nos travaux 
présentés dans cette Thèse. 
  
37 
III Monoxyde d’azote (NO) 
III.1 Propriétés physico-chimiques du NO 
Avant sa mise en évidence comme l’un des principaux médiateurs paracrines 
endogènes, le monoxyde d’azote (NO) fut avant tout considéré comme un gaz nocif produit 
par l’activité industrielle, la fumée de cigarette et les gaz d’échappement des moteurs des 
voitures. En partie responsable de la destruction de la couche d’ozone, le NO est également 
utilisé comme un indice de l’état de la pollution atmosphérique. Mais le NO est avant tout un 
médiateur inter- et intracellulaire contrôlant de nombreuses fonctions physiologiques à 
l’échelle moléculaire, cellulaire et de l’organisme entier. Ainsi, depuis la description princeps 
du facteur relaxant dérivé de l’endothélium (EDRF, endothelium-derived relaxing factor) faite 
par Furchgott et Zawadzki en 1980 [183], de nombreux effets physiologiques du NO ont été 
découverts et son implication physiopathologique dans diverses maladies humaines est 
maintenant unanimement reconnue.  
Le NO est avant tout un gaz, qui possède à la fois des propriétés chimiques similaires 
à celles des radicaux libres (oxygénés ou azotés) et des caractéristiques d’un médiateur 
cellulaire assurant la communication entre deux cellules voisines (communication paracrine 
intercellulaire) ou à l’intérieur d’une même cellule (communication intracellulaire). Au niveau 
des appareils circulatoire et respiratoire, le NO joue un rôle essentiel dans la régulation des 
fonctions physiologiques de ces organes, allant de la modulation du tonus vasculaire et 
bronchique jusqu’à servir de support moléculaire à l’immunité non spécifique et la 
transmission synaptique du système non-adrénergique non-cholinergique.  
Le NO est un gaz incolore et inodore. Il est peu stable car se combinant facilement 
avec des radicaux libres, notamment l’anion superoxyde (O2
) pour former l’anion 
peroxynitrite (ONOO

). L'association d'un atome d'azote avec un atome d'oxygène laisse un 
électron non apparié, cet électron isolé confère au NO les propriétés d’un radical très réactif, 
qui franchit les membranes biologiques en réagissant rapidement avec d'autres molécules. La 
demi-vie du NO est de 5 à 6 millisecondes. En raison de sa forte capacité de diffusion, le NO 
peut non seulement traverser tous les compartiments cellulaires, mais il peut aussi créer un 
champ d'action autour des cellules qui le produisent [8].  
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III.2 Synthèse endogène du NO 
Le NO est synthétisé à partir de l'un des deux atomes d'azote terminal chimiquement 
équivalents du groupement guanidine de la L-arginine, d’une part, et de l'oxygène moléculaire 
(O2), d’autre part (25) (Figure 1). L'autre produit de synthèse, formé de manière 
stœchiométrique avec le NO, est la L-citrulline, qui dérive de la L-arginine, d'abord 
hydroxylée en N
G
-hydroxy-L-arginine. La réaction de biosynthèse du NO et de la L-citrulline 
à partir de la L-arginine et de l'oxygène est sous le contrôle d'une famille d'enzymes, les NO 
synthases (NOS), dont il existe au moins trois isoformes. Ces trois isoformes – codées par 
trois gènes distincts localisés sur les chromosomes 7, 12 et 17 – diffèrent entre elles par leurs 
localisations cellulaires, leurs caractéristiques biochimiques et leurs fonctions enzymatiques 
(Tableau II).  
 




Les isoformes présentes dans les cellules endothéliales (NOSe ou NOS-3), d'une part, 
et les cellules nerveuses (NOSn ou NOS-1), d'autre part, appartiennent à la famille des NOS 
constitutives, c'est-à-dire celles dont l'expression – normalement présente à l'état 
physiologique – permet la synthèse du NO respectivement en tant que médiateur paracrine de 
la relaxation du muscle lisse vasculaire et en tant que neurotransmetteur. A l'inverse, 
l'isoforme macrophagique appartient à la famille des NOS inductibles (NOSi), c'est-à-dire 
celles dont l'expression, normalement absente à l'état physiologique, ne se manifeste que dans 
des états pathologiques, comme l’inflammation et/ou les infections. La NOS-3 est activée 
principalement par les forces de cisaillement ou par la stimulation des récepteurs 
membranaires par des agonistes entraînant une augmentation de la concentration de calcium à 
l’intérieur de la cellule endothéliale ou l’activation de la voie Akt/PKB indépendante du 
calcium.  
Bien que normalement présente dans la cellule (endothéliale ou neuronale), l'isoforme 
constitutive de la NOS n'est pas active en l'absence d'une augmentation transitoire du calcium 
intracellulaire et de l'activation de la calmoduline qui en résulte. L'activité des NOS 
constitutives se traduit par la production d'une faible quantité de NO pendant une période 
brève. A l'opposé, l'induction du gène codant la NOSi donne lieu à la synthèse de novo de 
cette protéine par activation transcriptionnelle. La NOSi, une fois produite par la traduction de 
l’ARN messager en protéine, devient continuellement active du fait de sa liaison quasi 
irréversible à la calmoduline. Ceci explique la relative indépendance de cette isoforme par 
rapport au calcium intracellulaire [8].  
En dehors du contrôle exercé par les NOS, la production du NO dépend également des 
substrats de la réaction chimique qui en découle comme la L-arginine et la 
tétrahydrobioptérine (BH4). Les analogues de la L-arginine comme le N
G
-monométhyl-L-
arginine (L-NMMA) et le N
G
-nitro-L-arginine-méthyl-ester (L-NAME) sont des inhibiteurs 
non sélectifs des NOS alors que l’aminoguanidine et les glucocorticoïdes sont considérées 
comme des inhibiteurs spécifiques de la NOS inductible. L’arginase est une enzyme 
métabolique du cycle de l’urée qui catalyse l’hydrolyse de la L-arginine en L-ornithine, 
diminuant la biodisponibilité de ce substrat des NOS et réduisant la production du NO [184]. 
De plus, le déficit en L-arginine peut inhiber l’expression protéique de la NOS inductible 
[185]. La diméthylarginine diméthylaminohydrolase (DDAH) est une enzyme catabolique du 
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diméthylarginine asymétrique (ADMA), un analogue de la L-arginine qui inhibe la synthèse 
de NO en entrant en compétition avec la L-arginine pour le site actif des NOS. Il existe une 
augmentation de l’expression de la DDAH dans la fibrose pulmonaire alors que l’inhibition 
sélective de la DDAH, en réduisant la production endogène de NO, atténue augmente la 
fibrose pulmonaire induite par la bléomycine intra-trachéale chez la souris [186]. L’anomalie 
quantitative ou qualitative de la BH4 peut conduire au découplage de la NOS endothéliale, 
responsable de la formation excessive d’anions superoxydes (O2

). Ce dernier réagit 
immédiatement avec le NO pour former l’anion peroxynitrite (ONOO) qui oxyde de nouveau 
la BH4, aggravant ainsi la dysfonction endothéliale [187]. 
 
Figure 2. Biosynthèse du NO  
Le NO est synthétisé à partir de la L-arginine et de l’oxygène moléculaire (O2) sous l’action 
catalytique de la NO synthase (NOS), dont l’activité enzymatique dépend de nombreux 
cofacteurs : NADPH, flavine adénine dinucléotide (FAD), flavine mononucléotide (FMN), 
tétrahydrobioptérine (BH4), et calmoduline (CaM).  
 
III.3 Mécanismes d’action du NO 
Une fois synthétisé, le NO diffuse rapidement vers l'extérieur de la cellule qui le 
synthétise et agit sur les cellules avoisinantes selon un mode paracrine. L’action du NO est 
  
41 
essentiellement dépendante du GMP cyclique (GMPc) mais d’autres mécanismes 
indépendants du GMPc sont également décrits. 
III.3.1 Activité du NO dépendante du GMP cyclique 
Il s’agit du mécanisme de relaxation classique des cellules musculaires lisses des 
vaisseaux. Dans la cellule du muscle lisse vasculaire sous jacente à la cellule endothéliale, le 
NO agit en se liant au fer de l’hème de la guanylate cyclase soluble qui synthétise à son tour 
un second messager nucléotidique, le guanosine monophosphate cyclique (GMPc), à partir de 
GTP. Le GMPc active la protéine kinase G (PKG), dont la phosphorylation des diverses 
molécules cibles contrôlant l’interaction actine-myosine aboutit à la relaxation in vitro des 
fibres musculaires lisses et à la vasodilatation in vivo. En revanche, la relaxation des cellules 
musculaires lisses des voies aériennes en réponse au NO peut être indépendante du GMPc 
[188]. 
III.3.2 Activité du NO indépendante du GMP cyclique 
L’activation de la NOS-2 par les cytokines pro-inflammatoires produit une grande 
quantité de NO, ce qui rend compte de l’activité anti-infectieuse des macrophages [189]. 
Ainsi, le NO et ses métabolites sont capables d’inhiber la duplication de l’ADN [190], la 
réplication des particules virales par la réaction de S-nitrosylation des protéases [191] et la 
prolifération des mycobactéries [192].  
Le NO joue un rôle important dans la régulation de la prolifération cellulaire en 
induisant un arrêt du cycle cellulaire. L’effet inhibiteur du NO est dépendante la concentration 
intracellulaire du GMPc, qui interfère avec l’expression et l’activité de diverses protéines du 
cytosquelette, ainsi que les protéines contrôlant le cycle cellulaire comme les cyclines et les 
kinases dépendantes de cyclines [193, 194]. De plus, le NO peut également réguler la 
prolifération cellulaire par un mécanisme indépendant du GMPc, via l’inhibition de l’activité 
des récepteurs tyrosine kinase comme les EGF-R (epidermal growth factor receptor) exprimés 
à la membrane cellulaire des fibroblastes [195] et des cellules tumorales A431 [196]. A 
l’inverse, de faibles concentrations de NO semblent pouvoir accélérer la prolifération 




III.4 Voies métaboliques du NO  
En raison du nombre impair de ses électrons, le NO réagit rapidement avec diverses 
molécules des milieux biologiques, comme l’oxyhémoglobine des hématies, l’oxygène libre, 
les radicaux libres dérivés de l'oxygène, le fer contenu dans les noyaux héminiques (comme 
l'hémoglobine, la myoglobine, la guanylate cyclase) ou d’autres métaux de transition contenus 
dans des noyaux non héminiques, les composés comportant un radical thiol, les disulfides. Le 




). Le NO peut aussi réagir avec l’anion superoxyde (O2

) pour donner la 
peroxynitrite (ONOO

), une molécule hautement cytotoxique. 
  
Figure 3 : Réactions biologiques du monoxyde d’azote (NO). 
Dans la circulation sanguine, au contact des hématies, le NO et les nitrites réagissent 
avec le fer du groupe héminique de l’oxyhémoglobine, avec une réaction d'oxydation 
transformant le fer ferrique en fer ferreux, conduisant à la formation de méthémoglobine et 
d'un ion nitrate. Dans le plasma, le NO réagit avec l’oxygène pour donner des nitrites puis des 
nitrates. L'affinité de l'hémoglobine pour le NO est 3 000 fois supérieure à celle de l'oxygène. 
De ce fait, la réaction très rapide du NO avec l’oxyhémoglobine entraîne la formation d’une 
grande quantité de nitrates, ce qui explique pourquoi la concentration de nitrates est plus 
élevée que celle des nitrites dans les hématies.  
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Cependant, une partie du NO circulant dans les vaisseaux sanguins n’est pas captée 
par l’hémoglobine, du fait de la « barrière de diffusion » représentée par la membrane 
érythrocytaire, la couche immobile qui entoure les hématies et l’existence d’une zone de 
plasma dépourvue d’hématies le long de la surface de l’endothélium vasculaire. Dans le 
plasma, le NO réagit avec l’oxygène pour former des nitrites, ce qui explique la 
prépondérance des nitrites par rapport aux nitrates dans le plasma. A l'état gazeux, le NO 
réagit avec l'oxygène pour former un gaz toxique, le dioxyde d'azote (NO2) (Figure 3) [8]. 
III.5 Rôles biologiques du NO 
Dans les conditions physiologiques, le NO est produit de manière prédominante par 
les cellules endothéliales et assure le contrôle du tonus vasculaire de base en assurant la 
vasodilatation et en inhibant la prolifération des cellules musculaires lisses. Le NO intervient 
également dans de nombreuses autres fonctions cellulaires. La NOS-1 est impliquée dans la 
relaxation des CML bronchiques. Chez le cobaye, la bronchoconstriction induite par la 
métacholine est atténuée par le NO inhalé (entre 5 et 300 ppm) [199]. Chez les malades 
asthmatiques, l’inhalation de 80 ppm de NO entraîne une légère bronchodilatation mais n’a 
pas d’effets significatifs chez les sujets sains ou les malades atteints de broncho-
pneumopathie chronique obstructive [200]. La NOS-3 est présente dans différents types de 
cellules pulmonaires, dont les cellules endothéliales vasculaires, les cellules épithéliales 
bronchiques [201] et les pneumocytes de type II [202]. La NOS-3 est impliquée dans les 
mouvements ciliaires [203]. La NOS-2 est aussi présente dans les cellules épithéliales 
bronchiques et alvéolaires. L’augmentation l’activité de la NOS-2 au cours de certaines 
maladies inflammatoires chroniques comme l’asthme contribue à une production élevée de 
NO dans les voies aériennes et sert de base physiologique à l’utilisation de la mesure du NO 
dans l’air expiré dans le diagnostic et le suivi des maladies inflammatoires bronchiques [204].  
III.5.1 Le NO en tant que vasodilatateur 
L’effet vasodilatateur du NO est lié aux propriétés biologiques d’un second messager 
nucléotidique cyclique, le GMPc, synthétisé à partir du GTP par une famille d’enzymes, les 
guanylyl cyclases (GC). On distingue deux types de GC en fonction de leurs localisations 
cellulaires : les GC membranaires et les GC ou solubles (GCs). Les GC membranaires sont les 
récepteurs membranaires des hormones natriurétiques (ANP, BNP) ou des peptides 
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apparentés (guanyline, uroguanyline, toxines thermostables d’E. Coli). Les GC solubles 
(GCs) sont des enzymes intracytosoliques assimilables à des récepteurs intracellulaires du 
NO. Il existe différents isoformes de la GCs dont le plus fréquent étant la forme α1-β1. La 
structure moléculaire de la GCs comprend 3 domaines : un domaine catalytique, un domaine 
régulateur dans lequel se trouve le groupement héminique, conférant ainsi à la GCs le statut 
d’hémoprotéine (au même titre que la NOS et d’autres hémoprotéines bien connues, comme 
l’hémoglobine) et un domaine de dimérisation [205].  
Chez le fœtus, cette enzyme est fortement exprimée par les cellules musculaires lisses 
des vaisseaux pulmonaires alors que son expression dans la cellule endothéliale vasculaire 
pulmonaire est quasi inexistante. La tendance inverse (augmentation de l'expression 
endothéliale et diminution de l’expression musculaire de la GCs) s’observe dès la période 
néonatale et se maintient jusqu’à l’âge adulte [206]. Le NO se fixe directement sur l’hème 
(contenu dans la région N-terminale) de la GCs au niveau de l’histidine 105 de la sous-unité 
β, cassant le lien fer-histidine et permettant un changement de conformation de la GCs et 
l’activation de son effet catalytique. Cette stimulation est dite dépendante du NO [207]. 
La GCs peut également être stimulée par d’autres molécules que le NO endogène, 
notamment les dérivés nitrés (encore appelés donneurs du NO exogène), ou par des agonistes 
de synthèse dont la structure biochimique est très différente du NO, notamment l'YC-1 et le 
BAY 41-2272. A la différence du NO (endogène ou exogène), ces molécules ne se lient pas à 
l’histidine 105 de la sous-unité β, mais se fixent sur les cystéines 238 et 243 de la sous-unité 
α1 [208]. L'effet activateur de la GCs dépendant du NO peut s’additionner à celui des 
molécules autres que le NO (comme l’YC-1). Ainsi la stimulation des cellules par l’YC-1 
associée à un donneur de NO augmente de façon importante la synthèse du GMPc à partir du 
GTP [207, 209]. L’YC-1 aurait même un rôle inhibiteur de la phosphodiestérase-5 (PDE-5), 
enzyme transformant le GMPc actif en 5’-GMP inactif, contribuant ainsi par un double 
mécanisme à l’accumulation intracellulaire du GMPc [210].  
Une fois activée, la GCs catalyse la synthèse du GMPc à partir du GTP. Le GMPc 
relâche le muscle lisse vasculaire et inhibe l’agrégation plaquettaire. L'augmentation du 
GMPc dans le muscle lisse vasculaire active une série de protéines kinases dépendantes de la 
protéine G (PKG). Par des réactions de phosphorylations électives, les PKG inhibent la 
MLCK et/ou activent la MLCP, diminuant ainsi l’interaction entre l’actine et la myosine, ce 
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qui aboutit à la relaxation vasculaire. Les PKG activent également l’ouverture des canaux 
potassiques, permettant la sortie des ions potassium. L’hyperpolarisation membranaire qui en 
résulte réduit la probabilité d’ouverture des canaux calciques dépendant du voltage (VOC). En 
diminuant l’entrée de calcium dans la cellule vasculaire, le GMPc et son effecteur, la PKG, 
favorisent la survenue d’une dilatation artérielle et veineuse [211]. Plusieurs mécanismes 
contrôlent et modifient la concentration intracellulaire du GMPc. La phosphodiestérase de 
type 5 (PDE-5), en hydrolysant le GMPc en 5’-GMP inactif, est l’objet d’un intérêt croissant 
pour le traitement de l’HTAP [212, 213].  
 
Figure 4. Effet relaxant du NO sur le muscle lisse vasculaire 
L'acide aminé L-arginine est converti par la NOSe (NOS-3) en NO et en L-citrulline. Le NO diffuse de 
la cellule endothéliale vers la cellule musculaire lisse sous-jacente où il active un effecteur 
enzymatique, la guanylyl cyclase soluble (GCs). La GCs convertit le GTP en un second messager 
cyclique, le GMPc, qui active à son tour la protéine kinase G (PKG). Cette dernière diminue 
l’interaction actine-myosine en activant la protéine phosphatase de la chaîne légère de la myosine 




III.5.2 Le NO en tant que biomarqueur de l’inflammation 
Depuis la première étude de Gustafsson et collaborateurs montrant en 1991 la 
possibilité de quantifier le NO en tant que molécule gazeuse synthétisée par l’appareil 
respiratoire [214], la mesure de NO dans l’air expiré est aujourd’hui effectuée en routine par 
de nombreuses équipes pour évaluer l’inflammation des voies aériennes (comme dans 
l’asthme) et du parenchyme pulmonaire [215]. 
Il existe à l’état de base une production continue de NO par les cellules pulmonaires 
comme attestée par la mesure de NO dans l’air expiré des sujets sains. Les trois isoformes des 
NOS sont présentes dans l’appareil respiratoire (Tableau 1) et peuvent contribuer à la 
production basale de NO. Chaque isoforme peut être exprimée par plusieurs types cellulaires 
et chaque type cellulaire peut exprimer une, deux, voire l’ensemble des trois isoformes de la 
NOS.  
La NOS neuronale (NOSn ou NOS-1), exprimée dans les neurones parasympathiques 
post-ganglionnaires, libère de très faibles quantités de NO. Dans ce contexte, le NO joue le 
rôle de neuromédiateur du système non-adrénergique non-cholinergique inhibiteur (NANCi), 
avec un effet bronchodilatateur très localisé [216]. Cette source de NO ne semble pas 
contribuer de façon significative au NO détecté dans l’air expiré.  
La NOS endothéliale (NOSe ou NOS-3) est exprimée par les cellules endothéliales des 
vaisseaux pulmonaires mais aussi par d’autres cellules pulmonaires, comme les pneumocytes 
de type II, les cellules épithéliales bronchiques, les cellules de Clara, les cellules musculaires 
lisses bronchiques [184, 201]. La contribution de la NOSe à la production massique de NO 
détecté dans l’air expiré n’est pas connue avec exactitude. Nous sommes, en revanche certains 
qu’il existe une diminution significative de la FENO dans l’hypertension pulmonaire, en 
relation avec la dysfonction endothéliale et à la diminution de l’activité et de l’expression de 
la NOSe qui en résulte [217]. 
La NOS inductible (NOSi) est exprimée de manière quasi permanente par l’épithélium 
bronchique [218] et la production du NO par la NOSi contribue majoritairement à la quantité 
de NO détectée dans l’air expiré des malades porteurs d’une affection inflammatoire 
bronchique [204]. La NOSi est aussi présente dans les macrophages, les pneumocytes de type 
II, les fibroblastes pulmonaires et les cellules musculaires lisses bronchiques [219]. En cas 
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d’inflammation, le recrutement et l’activation des cellules immunitaires comme les 
lymphocytes, les neutrophiles et les macrophages stimulent l’expression de la NOSi et 
induisent l’augmentation du NO expiré. La transcription du gène codant la NOSi dépend de 
l’activation des facteurs de transcription pro-inflammatoires comme le NF-κB (Nuclear Factor 
κB), le STAT-1α (Signal transducer and activator of transcription-1α) et l’AP-1 (Activating 
protein-1) [220].  
 
Figure 5: Monoxyde d’azote produit en grande quantité par la NOS inductible en réponse aux 
stimulus pro-inflammatoires. 
En résumé, l’augmentation de la concentration de NO mesurable dans l’air expiré est 
due essentiellement à l’activation de la NOSi. Cette activation est en rapport avec la présence 
de diverses cytokines pro-inflammatoires et reflète le degré de l’inflammation active dans les 
poumons.  
Les progrès récents des techniques utilisées dans la mesure du NO expiré permettent 
non seulement de quantifier exactement la production de NO mais également de mieux 
préciser la source de production du NO au niveau de l’arbre trachéo-bronchique proximale 
mais aussi des voies aériennes distales incluant les bronchioles et l’espace alvéolaire. Nous 
allons brièvement décrire les différentes méthodes de mesure de NO expiré et leurs 
applications dans le diagnostic et le suivi des maladies respiratoires où la composante 
inflammatoire est prépondérante. 
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IV Mesure du NO dans l’air expiré  
IV.1 Principes de mesure 
La méthode de mesure la plus sensible pour détecter le NO dans l’air expiré utilise le 
principe de la chimiluminescence, qui quantifie le nombre de photons émis dans un 
échantillon d’air expiré. La réaction entre les molécules de NO mises en présence de l’ozone 
en excès produit du NO2
*
 et de l’O2. Le retour de la molécule NO2
*
 à son état stable (NO2) 
entraîne l’émission d’un photon capté par l’appareil chimiluminescent. Le signal lumineux 
ainsi mesuré est proportionnel à la concentration de NO dans l’échantillon d’air étudié, 
exprimée en nombre de particules par milliard de molécules (ppb : particle(s) per billion). 
NO + O3  NO2* + O2  NO2 + photon 
IV.2 Modèles de mesure du NO expiré chez l’homme 
IV.2.1 Mesure directe de la concentration fractionnaire de NO expiré (FENO) 
Les premiers résultats étaient peu reproductibles à cause d’un certain nombre de 
paramètres non contrôlés comme la contamination du circuit respiratoire par le NO ambiant 
et/ou l’arrivée dans les bronches du NO provenant de la sphère ORL. Il est, de ce fait, 
conseillé de faire inhaler au patient une source d’air dépourvu de NO et de lui demander 
d’expirer contre une pression positive constante (20 cm d’eau) permettant de fermer le voile 
mou du palais et d’arrêtant le flux naso-sinusal [9, 221].  
La concentration du NO expiré varie inversement au débit expiratoire [222], selon la 
formule :  
V’NO = CENO x V’E 
(Avec V’NO : débit de NO expiré en nl/minute ; CENO : concentration de NO mesurée dans 
l’air expiré en nl/L et V’E : débit expiratoire en L/minute) 
Ainsi, l’expiration à débit constant permet d’obtenir une relation linéaire entre le débit 
de NO (V’NO) et la concentration fractionnaire de NO expiré (FENO). Pour pouvoir comparer 
les résultats entre les différentes études, les recommandations internationales préconisent de 
maintenir le débit expiratoire constant à 50 ml/s [9]. 
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En appliquant ces règles, l’augmentation de la quantité de NO détectée dans l’air 
expiré reflète soit l’augmentation de la production bronchique, soit la production alvéolaire 
d’une maladie inflammatoire touchant le poumon profond [9]. En utilisant ce modèle, nous 
avons montré [83] avec d’autres auteurs [84, 85] que la concentration fractionnaire de NO 
expiré (FENO) est augmentée au chez les patients atteints de ScS. Paredi et collaborateurs [84] 
ont montré que cette augmentation est associée à une alvéolite active, définie par la présence 
dans le liquide de LBA d’un pourcentage de polynucléaires neutrophiles  4%, de 
polynucléaires éosinophiles  3% ou de lymphocytes  14%. Ils ont également trouvé que la 
FENO est inversement corrélée aux volumes pulmonaires et directement liée à la sévérité de la 
fibrose pulmonaire, évaluée par les scores scannographiques [84]. Cependant, cette méthode 
de mesure du NO expiré dite « globale » ne permet pas de différencier la production du NO 
d’origine bronchique du NO provenant des alvéoles dont l’augmentation pourrait être le reflet 
d’une alvéolite active. Le modèle à deux compartiments développé par Tsoukias et George 
[223] permet de compartimenter les différentes sources de NO et d’en préciser l’origine 
anatomique. 
IV.2.2 Modèle à deux compartiments 
Cette modélisation des poumons permet d’étudier les échanges du NO au niveau des 
bronches et du parenchyme pulmonaire. Les poumons sont représentés par une bronche de 
forme cylindrique rigide de diamètre constant et par une alvéole unique (Figure 6). La 
bronche est formée par un tissu bronchique d’épaisseur constante accolé à un système 
vasculaire dont le débit sanguin est également constant. L’alvéole est un sac formé par un 
tissu alvéolo-interstitiel extensible et compressible, permettant de chasser le contenu de l’air 
vers le milieu ambiant par la bronche unique. Les tissus bronchiques et alvéolaires sont tous 
deux capables de produire du NO. La diffusion des gaz de l’alvéole vers le compartiment 
sanguin s’effectue selon la loi de diffusion de Fick. Le débit sanguin des vaisseaux accolés à 
l’alvéole est considéré comme constant. Comme l’affinité du NO pour l’hémoglobine est très 
élevée, le NO diffusant de l’alvéole vers le sang se fixe sur l’hémoglobine et la concentration 
de NO dans le compartiment vasculaire est considérée comme négligeable par rapport à la 
concentration alvéolaire de NO [223].  
Le principe de mesure repose sur une modélisation simplifiée du système respiratoire 
en deux compartiments : un compartiment parenchymateux compressible, constitué de 
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l’espace alvéolaire et bronchiolo-alvéolaire, additionné d’un compartiment non compressible, 
représenté par les voies aériennes de conduction [223]. La production de NO dans l’espace 
alvéolaire et bronchiolaire distal, au-delà de la 18ème génération de division des bronches 
d’après Weibel [224], est considérée comme constante. Elle résulte d’un équilibre entre la 
production épithéliale et endothéliale (avec celle des cellules inflammatoires dans certaines 
conditions pathologiques) et la diffusion du NO vers le lit vasculaire pulmonaire (DNO).  
 
Figure 6 : Modèle à deux compartiments pulmonaires régissant les échanges gazeux du NO. 
Accumulation progressive du NO dans les voies aériennes de conduction : à la sortie de 
l’alvéole, la CNO initiale est égale à la CANO. Pendant le trajet dans les bronches, le NO est 
progressivement rajouté dans le flux expiratoire. Le débit maximal bronchique J’awNO = 
CawNO * DawNO. 
 
Dans le compartiment alvéolaire, le volume de gaz contenant une concentration de NO 
(CANO) est chassé du compartiment compressible durant l’expiration et s’enrichit pendant 
son parcours le long des voies aériennes d’une certaine quantité de NO provenant de la paroi 
bronchique (J’NO). Cet enrichissement progressif augmente la concentration de NO dans la 
lumière bronchique d’une valeur initiale qui est celle de la concentration alvéolaire jusqu’à la 
valeur finalement mesurée à la bouche (CENO, ppb). Cette valeur finale dépend de la vitesse 
avec laquelle le gaz a balayé les voies de conduction et du débit de NO maximal que les 
bronches peuvent fournir (J’NO, nl/mn).  
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L’équation simplifiée de Tsoukias et George [223] permet de déterminer la 
concentration alvéolaire de NO et le débit maximal bronchique (J’NO), que l’on calculera 
après au moins trois mesures de la CENO à trois débits expiratoires variant de 50 à 250 mL/s. 
Les mesures de NO expiré selon différent débits constants permettent de définir une relation 
linéaire entre le débit expiré de NO et celui de l’air expiré (Figure 7). Cette relation linéaire 
entre le débit de NO expiré et le débit d’air expiré est définie par les équations suivantes : 
V’NO = CENO x V’E = CANO x V’E + J’NO   
V’E : débit d’air expiré  
V’NO : débit expiré du NO ; pour une valeur donné de débit d’air expiré comme 50 
ml/min, on détermine le FENO,50 décrit dans la littérature qui reflète la fraction expirée 
de NO à un débit expiratoire constant unique de 50 ml/s. 
CE : concentration expirée du NO 
CA : concentration alvéolaire du NO 
J’NO : débit maximal bronchique  
 
 
Figure 7 : Relation linéaire entre V’E et V’NO d’après le modèle à deux compartiments de 
Tsoukias et George (référence). La pente et l’ordonnée à l’origine de cette expression linéaire 
permet de déterminer CANO et J’awNO, respectivement. 
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Ce modèle à deux compartiments (2CM) a été utilisé pour la première fois par Girgis 
et collaborateurs chez des patients atteints de ScS. Ils ont trouvé une augmentation 
significative de la CANO chez les patients porteurs de la PID par rapport aux sujets sains. Ils 
ont montré également chez un petit nombre de patients atteints de ScS avec hypertension 
artérielle pulmonaire que les CANO étaient augmentées par rapport aux sujets de contrôle et 
comparables à celles des patients présentant une PID [11].  
Utilisant le modèle 2CM, notre équipe a montré que l’augmentation de la CANO est 
associée à une alvéolite active et que la CANO est proportionnelle à la sévérité de la PID, 
attestée par une réduction de la capacité de diffusion du monoxyde de carbone [10]. Nous 
avons également déterminé les valeurs seuils de CANO
 permettant d’affirmer (10,8 ppb) ou 
d’écarter (3,8 ppb) une PID avec une valeur prédictive positive et une valeur prédictive 
négative > 95% [225]. Faisant suite à ces résultats encourageant, nous souhaitons étudier la 
valeur prédictive de CANO dans le suivi longitudinal des patients atteints de ScS avec une 
PID et prédire le risque de mortalité et/ou de survenue d’une dégradation de fonction 
respiratoire. Pour valider la valeur de la CANO en tant que biomarqueur de la ScS avec PID, 
nous avons établi un modèle in vitro évaluant le lien biologique entre la présence d’une 
augmentation de la CANO et la pouvoir prolifératif sur des fibroblastes pulmonaires humains 
du sérum des patients atteints de ScS. Nous avons également mis au point un système de 
mesure du NO expiré chez les souris, et nous l’avons appliqué à l’évaluation in vivo de 
l’inflammation pulmonaire dans un modèle murin classique de fibrose pulmonaire induite par 
la bléomycine et dans un deuxième modèle original de ScS induite par l’acide hypochloreux. 
Ces deux modèles in vivo nous permettent d’étudier les aspects histologiques et biologiques 
des poumons en relation avec les anomalies de la voie de signalisation du NO [179]. 
IV.3 Mesure du NO expiré chez la souris 
Des modèles murins présentent plusieurs avantages : (1) ils permettent l’accès aux 
tissus des animaux sacrifiés afin de confronter les données des mesures physiologiques aux 
analyses cellulaires et moléculaires des tissus touchés par les processus pathologiques, (2) les 
conditions d’études sont mieux contrôlés chez des animaux que les patients, permettant de 
minimiser les variations inter-individuelles. Puisque le génome des souris possède plus de 
80% de similitude avec le génome humain [226], on peut étudier des modèles murins dont les 
gènes codant l’une des trois isoformes de la NOS sont invalidés, et raisonnablement 
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extrapoler les observations faites chez l’animal aux mécanismes physiopathologiques 
impliqués dans telle ou telle situation pathologique chez l’homme [227].  
L’activité du NO peut être évaluée soit par la mesure de l’expression de leurs enzymes 
de synthèse (les NOS) [228], leurs métabolites circulants (les nitrites et nitrates) [229] ou 
leurs effets biologiques cellulaires ou tissulaires. Cependant, la mesure du NO dans l’air 
expiré est particulièrement utile pour évaluer le rôle du NO dans les maladies pulmonaires. Le 
seul inconvénient concernant cette méthode est la difficulté de corréler les résultats obtenus 
avec les méthodes plus invasives telles que le lavage broncho-alvéolaire ou les mesures des 
expressions protéiques dans les tissus pulmonaires, ce qui justifie l’utilisation de modèles 
animaux qui nous permettrait de couples mesures in vivo (NO exhalé) et in vitro.  
L’intérêt de l’étude du NO expiré en tant que marqueur de l’inflammation chez les 
souris a débuté avec l’étude des maladies inflammatoires des voies aériennes. Signalons à cet 
effet que le NO a été évalué pour la première fois dans l’air expiré des petits animaux [230]. 
Lorsque nous avions débuté ce projet de recherche, la mesure du NO expiré a été déjà 
effectuée par certaines équipes étudiant l’inflammation et l’hyperréactivité bronchique induite 
chez les souris [231-233]. 
La structure générale de l’appareil respiratoire des souris est comparable à celle de 
tous les mammifères [234, 235]. Les voies aériennes supérieures comportent les narines, les 
cavités nasales et le rhinopharynx. Les voies aériennes inférieures comprennent le larynx, la 
trachée, les bronches, les bronchioles et les alvéoles.  
La concentration de NO mesurée dans l’air expiré est non seulement déterminée par la 
synthèse biologique du NO, mais également par la dynamique de la ventilation et la structure 
anatomique des poumons. La ventilation est caractérisée par la fréquence respiratoire, le 
volume courant et le débit de ventilation par minute. Ces facteurs peuvent conditionner la 
technique de mesure, parce qu’ils déterminent la quantité d’échantillon gazeux que l’on peut 
prélever, la sensibilité et l’amplitude du signal mesuré.  
Les souris ont un petit volume courant, et un débit expiratoire important, elles ont 
besoin pour leur respiration normale un volume d’oxygène aussi important [234, 235]. Les 
paramètres ventilatoires sont fortement variables selon les lignées de souris étudiées. Les 









La partie supérieure des voies aériennes des souris est caractérisée par une grande 
vitesse de ventilation. Malheureusement, les données concernant la souche B57/BL6 ne sont 
pas disponibles. A défaut de pouvoir exclure la contribution de la cavité nasale de la 
production globale du NO, nous devons admettre la possibilité d’une contamination nasale 
dans la mesure du NO d’origine nasale dans nos expériences visant à étudier le NO d’origine 
pulmonaire. Ainsi, à défaut de pouvoir compartimenter les sources anatomique du NO expiré, 
nous avons mis l’accent sur la comparaison des valeurs de NO entre différents groupes 
d’animaux (et en faisant l’hypothèse qu’il n’existe pas de différence significative quant à la 
production nasale de NO entre les différents groupes d’animaux). Chez les souris de la lignée 
B6C3/F1, la longueur de la cavité nasale est de 5 mm, représentant ainsi une surface de 
contact de 289 mm
2
 et un volume total de 31,5 mm
3
 [234].  
Les poumons des souris ont un volume très limité, dix fois plus petit que celui des rats 
(1 ml vs 10 ml). Le poumon droit comporte 5 lobes mais le poumon gauche n’a qu’un lobe 
unique. Le parenchyme pulmonaire des souris occupe un volume considérable par rapport au 
volume corporel total avec un rapport encore plus important que celui noté chez l’homme 
(18% vs 12%) [234]. Le nombre de divisions bronchiques est beaucoup plus faible chez la 
souris, avec seulement de 13 à 17 générations, mais ce nombre peut varier en fonction de la 
lignée de souris [235]. L’air inspiré dans les bronches peut atteindre directement les alvéoles 
sans passer par les bronchioles respiratoires. Le diamètre alvéolaire des souris est de 80 µm en 
moyenne (alors que ce diamètre est de 210 µm chez l’homme). La barrière alvéolo-capillaire 
chez la souris est également plus fine : 0,32 µm (vs 0,62 µm chez l’homme) [234].  
Les bronches de souris sont caractérisées par un grand calibre, donc une plus faible 
résistance. Le volume bronchique occupe une partie importante (11%) du volume pulmonaire 
total. Une couche très fine de cellules épithéliales tapisse la lumière bronchique, qui ne 
comporte par ailleurs pas de glandes muqueuses [234], ce qui facilite le transfert du NO de la 
cellule épithéliale à la lumière bronchique.  
La dynamique du NO gazeux dans le système respiratoire des souris est comparable à 
celle de l’homme. La concentration du NO dans l’air expiré reflète un équilibre dynamique 
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entre la production tissulaire et la diffusion. Stitt et coll. [236] ont montré que le NO expiré 
augmente brutalement après un arrêt cardiaque chez les rats, ce qui suggère que la plupart du 
NO (75%) est capté avant d’être libéré dans l’air. Autrement dit, le NO expiré ne reflète 
qu’une partie de la quantité totale de NO synthétisé par les cellules pulmonaires. Une heure 
après l’arrêt cardiaque, le tissu pulmonaire est encore capable de produire du NO, à condition 
que l’animal continue à être ventilé et oxygéné. Ainsi, le tissu pulmonaire des rongeurs utilise 
directement l’oxygène de l’air inspiré pour synthétiser du NO.  
Le NO endogène peut également être synthétisé par une voie non enzymatique, dont la 
source potentielle est le métabolisme des bactéries cutanées ou digestives [237, 238]. 
Cependant, les études chez les souris effectuées par Steudel et coll. [239], Yates et coll. [240] 
et Cook et coll. [241] ont confirmé que le NO expiré chez les souris est essentiellement 
synthétisé par les NOS, dont les trois isoformes sont inégalement exprimées selon le type de 
cellules, l’espèce étudiée et les circonstances physiologiques ou pathologiques lors de la 
mesure. Chez la souris, la contribution spécifique de chacune des trois isoformes à la 
production du NO expiré n’est pas totalement connue [231, 239, 241]. 
Le NO expiré augmente pendant les premières 24 heures suite à une exposition directe 
aux allergènes inhalés chez la souris [242]. Lors d’une administration systémique 
d’allergènes, le NO expiré augmente aussi, probablement par une activation de la NOS 
inductible [243-245]. L’augmentation du NO expiré est stable une semaine après la 
stimulation initiale. La valeur mesurée est indépendante du moment de la journée où 
s’effectue la mesure ou du régime alimentaire [242].  
Contrairement à ce qui est habituellement observée chez l’homme, la contribution 
nasale au NO expiré semble modeste chez la souris [242]. Chez l’homme, on a montré que la 
diffusion du NO dans la région alvéolaire est à sens unique, car le NO endothélial dans les 
capillaires n’est pas capable de rediffuser vers l’alvéole [246]. De façon semblable, la 
contribution du NO endothélial au NO expiré semble faible voire nulle chez la souris, malgré 
l’existence d’une barrière alvéolo-capillaire plus fine [231]. La technique non-invasive est 
préférée par la plupart des auteurs [232, 233, 239, 242, 247], parce que les médicaments 
utilisés en anesthésie peuvent diminuer la production du NO de manière importante [242]. La 
mesure non-invasive du NO chez les souris comprend 2 étapes : le prélèvement du gaz et 




Figure 8: Mesure du NO expiré chez les souris par une méthode non-invasive 
La souris est mise dans une chambre fermée (A). La chambre est ventilée par le gaz qui ne 
contient pas du NO (B) via un ventilateur au débit contrôlé (C). L’air expiré par la souris 
sera accumulé dans la chambre pendant 10 minutes et sera ensuite dirigé vers l’analyseur à 
chimiluminescence (D).  
Des auteurs ont utilisé une enceinte close, connectée au ventilateur d’un côté et à 
l’analyseur du NO de l’autre. Dans leur premier modèle de mesure non-invasive du NO expiré 
chez les souris, Steudel et coll. [239] ont mis un groupe de 5 souris dans une chambre fermée 
de 400 mL et recueille le gaz expiré à analyser. Weicker et coll. [242] ont ventilé de façon 
continue la chambre dans laquelle il n’y a qu’une seule souris. Dans la plupart des études, la 
chambre a été utilisée comme un récipient d’air enrichi par l’air contenant du NO provenant 
de l’animal et à partir duquel l’analyse sera faite pour quantifier le NO produit par l’animal. 
La durée du recueil peut varier de 4 à 10 minutes selon l’amplification désirée du signal.  
Le tableau suivant présente les études utilisant la mesure du NO expiré chez les souris 







V Modèles animaux 
Les modèles animaux sont utiles pour étudier la physiopathologie et tester les 
nouvelles thérapeutiques éventuellement applicables à l’homme. Bien qu’aucun modèle 
animal ne puisse reproduire toutes les manifestations cliniques et biologiques de la ScS chez 
l’homme, plusieurs modèles animaux sont utilisés pour étudier les aspects cliniques de la ScS 
[249, 250]. Nous avons étudié les modèles murins de fibrose pulmonaire te de ScS induits par 
les substances chimiques comme la bléomycine et l’acide hypochloreux, dont les 
caractéristiques sont succinctement résumées ici. 
 
V.1 Modèle de la fibrose induite par la bléomycine 
V.1.1 Introduction du modèle  
La bléomycine est un antibiotique fongique dérivé du fongus Streptomyces verticillus. 
Elle est surtout connue pour sa toxicité et sa capacité d’induire une fibrose cutanée et 
pulmonaire, du fait de l’absence dans ces organes de la bléomycine hydrolase, enzyme 
protectrice inactivant la bléomycine [251, 252]. Ainsi, la bléomycine est souvent utilisée dans 
les modèles animaux de fibrose cutanée et pulmonaire.  
La fibrose pulmonaire induite par la bléomycine dépend de l’espèce de souris utilisée. 
Les souris C57Bl/6 sont sensibles à la bléomycine alors que les souris Balb/c y sont 
relativement résistantes, un caractère qui s’explique par la différence génétique concernant 
l’enzyme inactivant cette molécule [253]. L’induction de la fibrose pulmonaire par la 
bléomycine peut s’effectuer efficacement par différentes voies d’administration : intra-
trachéale (IT), intraveineuse (IV), intra-péritonéale (IP) ou sous-cutanée (SC) et à des doses 
très variables (ex : 1,25 à 4 UI/kg monodose IT ou 20 mg/kg IV deux fois par semaine ou 0,5-
1 mg/kg SC tous les jours pendant 4 semaines) [250, 254-256]. La fibrose pulmonaire est 
présente après 2 semaines d’instillation intra-trachéale ou 3 à 6 semaines en cas d’utilisation 
des autres voies, évaluée par le dosage de collagènes ou d’hydroxyproline dans les extraits 
pulmonaires. L’instillation intra-trachéale de bléomycine est utilisée essentiellement pour 
reproduire chez l’animal la fibrose pulmonaire idiopathique de l’homme, car elle est 
caractérisée par des lésions épithéliales alvéolaires initiales avec une pan-alvéolite 
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lymphocytaire et neutrophilique, suivies d’une prolifération des fibroblastes et d’une 
hyperproduction de collagènes [250]. L’injection sous-cutanée de bléomycine est utilisée dans 
les modèles de ScS, car elle entraîne des effets locaux (fibrose cutanée) et systémiques 
(fibrose pulmonaire) [249, 254]. 
 
V.1.2 Mécanismes physiopathologiques du modèle 
Les premières études par microscopie électronique du modèle animal de fibrose 
pulmonaire induite par la bléomycine ont montré l’apparition chronologique des processus 
pathologiques suivants : détachement des cellules endothéliales lésées des capillaires 
pulmonaires suivi d’apoptose, œdème interstitiel, infiltration inflammatoire de macrophages 
activés et de lymphocytes, nécrose multifocale des pneumocytes de type II, prolifération et 
hyperplasie des pneumocytes de type I [256, 257]. L’atteinte endothéliale initiatrice est 
caractérisée par la surexpression de molécules d’adhésion vasculaire comme l’ICAM-1 
(Intercellular Adhesion Molecule-1) et l’E-selectine qui favorisent l’infiltration 
inflammatoire. Ces molécules d’adhésion vasculaire jouent un rôle crucial dans la fibrose 
pulmonaire induite par la bléomycine car les souris déficientes en ICAM-1 et/ou en E-
selectine sont relativement protégées avec peu d’accumulation de collagènes après traitement 
par la bléomycine [258]. Ces molécules (L-selectine et ICAM-1) modulent de façon sélective 
l’orientation et l’accumulation des lymphocytes Th2 et Th17, induisant le développement de 
la fibrose cutanée et pulmonaire [259]. 
L’activation de la coagulation est également bien documentée dans la fibrose 
pulmonaire. La thrombine a un effet profibrosant via son récepteur PAR-1 (protease-activated 
receptor-1). Le traitement par un inhibiteur direct de la thrombine a permis d’inhiber la 
prolifération des fibroblastes stimulés in vitro par la thrombine et de réduire la production 
excessive de collagènes dans les poumons des rats injectés par la bléomycine [260]. 
L’infiltration des macrophages et des lymphocytes est une caractéristique des tissus 
fibrotiques dans la ScS ainsi que chez les souris traitées par la bléomycine [254]. Les 
macrophages jouent un rôle profibrosant important en sécrétant des facteurs de croissance 
(TGF-β, PDGF, CTGF) et des cytokines pro-inflammatoires. Ils sont aussi une source 
importante des espèces réactives de l’oxygène (ERO) via l’activation de la NADPH oxydase 
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et participent à la régulation de la matrice extracellulaire par modulation de l’expression des 
protéases (MMP) et des inhibiteurs de protéases (TIMP) [261, 262]. Cependant, certaines 
études ont montré que l’effet profibrosant de la bléomycine peut se produire de manière 
indépendante de l’inflammation, comme attestée par la fibrose pulmonaire induite par la 
bléomycine chez les animaux avec une déficience immunitaire [263-265]. 
L’activation et le recrutement des fibroblastes sont au centre de la fibrogénèse. La 
bléomycine peut stimuler directement l’expression génique in vitro des collagènes par les 
fibroblastes humains [266, 267]. Les cytokines profibrosantes comme le TGF-β, le PDGF, le 
CTGF, l’IGF-1, l’ET-1, etc. sont activées et jouent un rôle clé dans la fibrogenèse induite par 
la bléomycine [268-271]. L’inhibition des voies de signalisation de ces molécules, soit par 
blocage des récepteurs, soit par neutralisation des ligands dans les liquides biologiques, peut 
atténuer voire prévenir la fibrose induite par la bléomycine. Le traitement par les anticorps 
(neutralisant) anti-TGF-β après instillation intra-trachéale de bléomycine réduit 
significativement la quantité de collagènes déposés dans les poumons des souris [272].  
Certaines cytokines (IL-4, IL-6, IL-13, TNF-α, etc…) et chimiokines (MCP-1, MIP-
1α, IL-8, etc.) sont activées et leurs concentrations sériques sont élevées chez les souris 
traitées par la bléomycine [249, 273]. L’IL-4 stimule la prolifération des fibroblastes et 
augmente la synthèse des protéines de la matrice extracellulaire. En plus de ces mêmes effets 
directs sur les fibroblastes, l’IL-13 induit l’expression d’une chimiokine, la CCL-10 qui 
exerce, avec la MIP-1α, un effet chimiotactique sur les monocytes et les lymphocytes T dans 
le modèle purin traité par la bléomycine, pérennisant ainsi l’inflammation et la fibrose 
pulmonaire. La neutralisation de l’IL-13 peut reverser l’effet fibrogénique de la bléomycine 
chez les souris [274]. Par ailleurs, la bléomycine est capable de provoquer un stress oxydatif 
via la production des ERO comme le superoxyde (O2°

) et le radical hydroxyle (OH°). Ces 
radicaux libres entraînent des lésions endothéliales, la prolifération des fibroblastes et la 
production de collagènes [254]. La bléomycine stimule également la voie extrinsèque de 
l’apoptose dans les cellules endothéliales [275] et dans les cellules épithéliales bronchiques 
[276]. 
En résumé, la bléomycine induit la fibrose selon différents mécanismes agissant sur 
les trois types de cellules principales : les cellules endothéliales, les cellules du système 
immunitaire et les fibroblastes. Les communications entre ces cellules activées dans ce 
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modèle expérimental se font via un réseau complexe de cytokines, chimiokines, radicaux 
libres, aboutissant à l’activation des fibroblastes, acteurs de la fibrose [249, 250]. 
 
Figure 9 : Mécanismes cellulaires et moléculaires de la fibrogénèse induite par la 
bléomycine. 
Implication de trois types de cellules effectrices : les cellules endothéliales qui sécrètent du 
monoxyde d’azote (NO) et l’endothéline ; les cellules inflammatoires sources de cytokines 
profibrosantes et de stress oxydatif ; et les fibroblastes responsables de la synthèse excessive 
de collagènes. Les fibroblastes sont contrôlés par des signaux provenant de cellules 
endothéliales et inflammatoires, mais sont également auto-induits par le TGF-β. 
 
V.2 Modèle murin de la ScS induite par le stress oxydatif 
V.2.1 Rôle du stress oxydatif dans la physiopathologie de la ScS 
Le stress oxydatif survient quand il existe un déséquilibre entre les agents oxydants et 
les systèmes antioxydants, se faisant en faveur de l’augmentation des espèces réactives de 
l’oxygène (ERO) [172]. Par ses propriétés anatomiques et physiologiques, les poumons sont 
en permanence exposés au stress oxydatif. Les ERO occupent une place importante dans la 
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physiopathologie des maladies broncho-pulmonaires, puisqu’ils sont générés de manière 
constitutive par différents types de cellules qui utilisent directement l’oxygène de l’air inspiré. 
Les principales cellules qui génèrent des ERO dans les poumons sont des cellules 
inflammatoires phagocytaires (les macrophages et les neutrophiles) ou les cellules non-
phagocytaires comme les cellules endothéliales et les fibroblastes [277]. Le stress oxydatif est 
impliqué dans la pathophysiologie de la ScS selon une théorie proposée par Murrel en 1993, 
dans laquelle les ERO sont considérés comme un facteur reliant la réaction inflammatoire au 
dysfonctionnement endothélial et à la fibrose qui sont les trois pathogéniques principaux de la 
ScS [175, 277]. Plusieurs études ont trouvé une augmentation des marqueurs du stress 
oxydatif chez les patients atteints de ScS [134, 278]. Il existe une relation entre les 
concentrations élevées des ERO et/ou la réduction des antioxydants et le phénomène de 
Raynaud [279], l’activation des lymphocytes [280], l’apoptose des cellules endothéliales 
[281] ou l’expression génique des facteurs profibrosants [282]. Cependant, il existe aussi des 
études n’ayant pas réussi à montrer la contribution directe des ERO dans la phase initiale de la 
ScS [283-285]. Parmi les résultats contradictoires, on trouve ceux concernant le rôle du NO. 
Le NO fait partie des produits oxydatifs et nitrosatifs et joue un rôle multiple dans la 
physiologie respiratoire. L’effet pathologique du NO dans la ScS semble biphasique, et 
dépend de sa concentration et de l’environnement où il se trouve [286]. 
V.2.2  Caractéristiques biochimiques de l’acide hypochloreux (HOCl) 
D’un point de vue chimique, l’acide hypochloreux est une forme acido-basique du 
chlore en solution aqueuse. Le chlore dilué dans l’eau est présent sous trois formes chimiques: 
l’acide hypochloreux (HOCl), l’ion hypochlorite ClO– et l’ion chlorure Cl–.  
 





Dans des solutions physiologiques (pH =7,4), il existe un mélange équilibré de l’acide 
hypochloreux et sa base conjuguée : l’ion hypochlorite ClO–. Toutes les formes chimiques du 
chlore libre possèdent une toxicité importante sur les molécules vivantes [287-291]. Dans la 
vie quotidienne, ces produits chlorés sont largement utilisés comme désinfectants, ou dans la 
chloration de l’eau potable. L’acide hypochloreux est la forme active de l’eau de Javel 
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(hypochlorite de sodium, NaOCl) ou de Chloramine dans les milieux aquatiques. Dans les 
systèmes biologiques, l’acide hypochloreux est un produit intermédiaire dans la cascade des 
radicaux hydroxyles [291].  
Au cours de la phagocytose, l’HOCl est formé par l’action de la myélo-peroxydase 





 + H2O2 + Cl
–
  HOCl + H2O 
 
L’HOCl réagit très vite avec l’anion superoxyde pour donner le radical hydroxyle 
OH°
–
; molécule oxydante responsable de lésions cytotoxiques [289, 290]. Les MPO, libérées 
lors de l’activation des neutrophiles, sont des enzymes ayant une double activité, étant à la 
fois capable d’une peroxydation et d’une chloration. La production d’HOCl par les MPO 
participe à la défense contre les agents infectieux [289]. L’HOCl et sa base conjuguée (ClO–) 
sont deux puissants agents oxydants ayant pour cibles majeures des molécules lipidiques 
[287-290]. La réaction d’HOCl avec la double liaison des acides gras insaturés donne la 
chlorhydrine qui est aussi un produit cytotoxique. L’HOCl réagit aussi avec les acides aminés 
comme la L-arginine, la lysine et la taurine pour former le radical N-Chloramine (R-NHCl) 
qui à son tour, entraine des lésions de l’ADN. Comme l’HOCL ne porte aucune charge 
électrique, il peut traverser facilement les membranes cytoplasmiques. 
Un autre produit des MPO est l’ion nitrite NO2°
–
. Cette molécule peut interagir avec 
l’acide HOCl pour former le chlorure de nitrite (NO2Cl) possédant à la fois la capacité de 






  NO2Cl + H2O 
 
Le schéma suivant nous présente les principaux métabolites des ERO dans les systèmes 




Figure 10 : Production des ERO : HOCl, NO et O2°¯ 
 
 
V.2.3 Modèle murin de ScS induite par l’acide hypochloreux 
Fondé sur l’hypothèse que les espèces réactives oxydantes soient impliquées dans la 
pathologie de la ScS, Servettaz et coll. [179] ont développé un modèle murin de la ScS induite 
par les substances génératrices d’EROs. Le but de ce modèle était de mieux comprendre le 
rôle du stress oxydant dans la physiopathologie de la ScS. Après injection de différents 
générateurs du stress oxydants comme l’acide hypochloreux, DMSO-KO2 et le peroxyde 
d’hydrogène, les auteurs ont évalué la capacité de ces substances à entraîner des lésions 
typiques de ScS [179]. Par rapport au modèle de référence utilisant la bléomycine, il semble 
que les lésions pulmonaires obtenues avec l’HOCl se rapprochent d’avantage à celles 
observées chez les patients atteints de ScS. La pneumopathie induite chez les souris injectées 
avec l’HOCl se caractérise par une fibrose pulmonaire associée à un important infiltrat de 
cellules inflammatoires. Le nouveau modèle montre aussi une prolifération des fibroblastes, 
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non observée avec la bléomycine. De plus, les souris injectées avec l’HOCl présentent dans le 
sérum des auto-anticorps similaires à ceux des patients atteints de ScS. 
C’est la première étude qui étudie le rôle de l’acide HOCl dans le développement in–
vivo de la fibrose pulmonaire. Les études précédentes n’ont porté que sur les anions hydroxyle 
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Corrélation entre l’inflammation alvéolaire et la prolifération des 
fibroblastes induite par le sérum des patients atteints de sclérodermie 
systémique 
 
Etat de la question 
L’inflammation alvéolaire, déterminée par une augmentation de la concentration alvéolaire du 
NO expiré (CANO), est présente chez certains patients atteints de ScS avec pneumopathie 
interstitielle diffuse (PID). La CANO est corrélée à la sévérité de la PID, attestée par un 
syndrome restrictif et une diminution de la capacité de diffusion alvéolo-capillaire. 
Cependant, le lien biologique entre l’inflammation alvéolaire et le mécanisme de la fibrose 
pulmonaire reste inconnu. Notre objectif est de déterminer la relation entre l'augmentation de 
la CANO, reflétant la présence d'une alvéolite et la capacité du sérum des patients 
sclérodermiques présentant une CANO élevée à induire la prolifération des fibroblastes 
pulmonaires et leur transformation en myofibroblastes. 
Matériels et méthodes 
Les sérums de 37 patients atteints de ScS et de 10 volontaires sains, ayant eu une mesure de 
NO dans l’air expiré, ont été incubés durant 72 heures avec des fibroblastes pulmonaires 
normaux (Promocell®). Les patients atteints de ScS ont eu préalablement des explorations 
fonctionnelles respiratoires et un scanner thoracique. L’index de prolifération des fibroblastes 
pulmonaires (IPF) à 72 heures d’incubation avec les sérums des patients (dilués à 10% dans le 
milieu de base DMEM, Thermo Scientific®) a été comparé avec celui des volontaires sains. 
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Parmi les patients atteints de ScS, l’IPF des patients ayant une CANO augmentée ( 4,3 ppb) a 
été comparé à celui des patients ayant une CANO normale (< 4,3 ppb). De même la 
transformation des fibroblastes en myofibroblastes à 72 heures d'incubation avec le sérum a 
été déterminée par immunofluorescence et Western Blot et comparée entre les deux groupes. 
Résultats 
L’IPF et la CANO des patients atteints de ScS étaient significativement plus élevés que ceux 
des volontaires sains. L’IPF des patients était corrélé à la CANO (rho = 0,48 ; p = 0,002). 
L’IPF des patients atteints de ScS avec une CANO  4,3 ppb était significativement supérieur 
à celui des patients atteints de ScS avec une CANO < 4,3 ppb (p < 0,001). En revanche, l’IPF 
n’était associé ni à la distance de marche parcourue en 6 minutes, ni au syndrome restrictif 
pulmonaire. L’augmentation de la prolifération des fibroblastes pulmonaires induite par le 
sérum des patients s’accompagnait aussi d’une transformation phénotypique des fibroblastes 
en myofibroblastes, caractérisées par une grande capacité de production de collagène et la 
présence d’actines musculaires lisses (-smooth muscle actine ou -SMA) dans le 
cytoplasme. L’augmentation de la CANO était associée à l’inflammation alvéolaire et à la 
capacité du sérum à induire la prolifération des fibroblastes pulmonaires et leur conversion en 
myofibroblastes.  
Discussion 
Les résultats de cette étude montrent qu’il existe une relation significative entre 
l’augmentation de la CANO et les mécanismes de fibrose pulmonaire. Ils suggèrent l’existence 
d’un facteur humoral synthétisé au niveau des zones pulmonaires où il existe une 
inflammation locale, puis libéré dans la circulation sanguine. Ce facteur humoral confère au 
sérum la capacité d'induire la fibrose. La nature de ce facteur n’est pas connue. Il peut s'agir 
d'un auto-anticorps, d'un peptide de bas poids moléculaire ou d'une cytokine, qui est à 
l’origine de ces processus fibrogéniques. L'identification de ce facteur pourrait aider à la 
compréhension des voies biologiques impliquées dans le processus de fibrose et l’inhibition 
de son effet biologique pourrait avoir des applications thérapeutiques dans le traitement 
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La CANO permet de prédire la détérioration de la fonction respiratoire 
des patients atteints de sclérodermie systémique 
 
Etat de la question 
La pneumopathie interstitielle diffuse (PID) est actuellement la principale cause de 
mortalité dans la sclérodermie systémique (ScS). La survenue de l'aggravation de la fibrose 
pulmonaire est un événement de mauvais pronostic, malheureusement imprévisible, qui 
marque un tournant dans l’évolution de la ScS. La perte des volumes pulmonaires entraîne 
une altération des échanges gazeux, augmente l'handicap fonctionnel lié à l'insuffisance 
respiratoire et conduit à moyen et long terme au décès. Notre hypothèse de travail est que la 
CANO, un marqueur non invasif de l'inflammation alvéolaire, pourrait estimer le risque de 
survenue d'une détérioration de la fonction pulmonaire et/ou de décès lié à la fibrose 
pulmonaire chez les patients atteints de ScS. 
Matériels et méthodes 
Nous avons inclus 105 patients atteints de ScS dans cette cohorte avec un suivi de plus 
de 3 ans. A l'inclusion, tous les patients ont eu une mesure de NO dans l’air expiré avec 
détermination de la concentration alvéolaire du NO (CANO), du débit bronchique maximal 
(J’awNO) et de la concentration fractionnaire du NO expiré à un débit de 50 ml/s (FENO0,05). 
Les explorations fonctionnelles respiratoires, le scanner thoracique (TDM) et 
l’échocardiographie ont été réalisés tous les ans au cours des visites de suivi et à chaque fois 
que l'état clinique du patient justifiait cette mesure. Tous les patients ont été contactés par 
téléphone au bout de 3 mois pour vérifier la survie. L'évènement est un critère composite 
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défini soit par une diminution d’au moins 10% de la capacité pulmonaire totale (CPT) ou de 
la capacité vitale forcée (CVF) par rapport à la valeur de base, soit la survenue du décès. 
Pour déterminer la capacité de prédiction de chacun des paramètres de la mesure du 
NO expiré, nous avons utilisé la méthode de la courbe ROC en considérant comme positif 
(cotation = 1) lorsque l'évènement est survenue dans les 3 ans de suivi. Nous avons donné une 
cotation = 0 dans le cas contraire. Pour déterminer le meilleur paramètre à prédire l'évènement 
à 3 ans, nous avons comparé les courbes ROC des différents paramètres entre elles (CANO, 
J’awNO et FENO0,05) par la méthode de DeLong et coll. Par la même méthode, nous avons 
déterminé le seuil optimal en se basant sur l'index de Youden (somme maximale de sensibilité 
et spécificité). Nous avons utilisé la méthode de Kaplan Meier et Cox pour estimer le risque 
relatif du groupe des patients selon les seuils optimaux des différents paramètres de la mesure 
du NO expiré.  
 
Résultats 
L’aire sous la courbe de ROC (receiver operating curve) de la CANO pour la 
prédiction de la survenue d’évènements est de 0,84 (intervalle de confiance IC 95% : 0,76 – 
0,92) qui est significativement plus élevée que celles du J’awNO et de la FENO0,05 (p < 0,001). 
La valeur de CANO à 5,3 ppb correspond au seuil optimal (sensibilité: 88% et spécificité: 
62%) pour la prédiction de la survenue de l'aggravation de la fibrose pulmonaire ou du décès 
pendant la période de suivi. Cette valeur « seuil », appliquée à une cohorte indépendante de 
48 patients atteints de ScS, donne des résultats comparables, montrant la robustesse de la 
CANO dans la prédiction d’évènements au cours de l'évolution de la ScS. Les patients ayant 
une CANO supérieure à 5,3 ppb ont un risque élevé de voir survenir l'aggravation de la fibrose 
pulmonaire ou le décès par rapport à ceux qui ont une CANO inférieure ou égale à 5,3 ppb. Le 
Hazard ratio (HR) ajusté aux paramètres cliniques (âge, sexe, durée de la maladie), 
fonctionnelles (CVF, DLCO, hypertension pulmonaire) ou d’imagerie TDM thorax (présence 
de fibrose pulmonaire) était de 6,06 (IC 95% : 2,36 – 15,53; p<0.001).  
La valeur de CANO à 8,5 ppb permet, quant à elle, de détecter les patients avec un 
risque de survenue d’évènement de 90% dans la population étudiée avec une sensibilité à 0,53 
  
79 
(IC 95% : 0,27 – 0,79) et une spécificité à 0,85 (IC 95% : 0,68 – 0,95). Les résultats similaires 
avec la valeur « seuil » de CANO à 8,5 ppb ont été retrouvés dans la cohorte indépendante 
testée de 48 patients. 
 
Discussion 
Ces résultats sont en accord avec l’hypothèse selon laquelle l’inflammation alvéolaire 
joue un rôle primordial dans la progression de la fibrose pulmonaire liée à la ScS car le sérum 
de patients ayant une ScS avec une CANO élevée (≥ 4,3 ppb) est capable d’induire une 
prolifération et une activation des fibroblastes pulmonaires in vitro. La valeur prédictive de 
CANO est indépendante des autres paramètres cliniques (âge, sexe, durée de la maladie), 
fonctionnelles (CVF, DLCO, hypertension pulmonaire) ou d’imagerie (TDM avec scores de 
fibrose) comme attestée par l’analyse multivariée de Cox. Elle nous indique l’existence d’un 
(des) foyer(s) inflammatoire(s) actif(s) au niveau du poumon profond, dont l’accès par les 
examens invasifs habituels comme la fibroscopie bronchique avec lavage broncho-alvéolaire 
est difficile voire impossible. 
 
Conclusion 
L’augmentation de la CANO est un paramètre validé qui permet (1) d'identifier les 
patients atteints de ScS ayant un risque élevé de développer une aggravation ultérieure de la 
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Cinétique de l’augmentation du NO expiré dans un modèle murin de 
sclérodermie systémique induite par l’acide hypochloreux (HOCl) 
 
Etat de la question 
La fibrose pulmonaire est une complication fréquente de la sclérodermie systémique 
(ScS) et représente la principale cause de morbidité de cette maladie. L’association entre 
l’augmentation du NO dans l’air expiré (FENO) et la sévérité de la fibrose pulmonaire au 
cours de la ScS est connue depuis plus de 15 ans. L’augmentation du NO expiré, marqueur 
non invasif de l’inflammation pulmonaire, peut être soit un phénomène concomitant, sans 
relation directe avec la fibrose, soit le reflet d’une inflammation alvéolaire, facteur favorisant 
et annonciateur de la fibrose pulmonaire. Pour mieux cerner la signification précise du NO 
expiré dans l'évolution de la fibrose pulmonaire, il est important de déterminer la relation 
entre l’évolution quotidienne de la production du NO et l’apparition de la fibrose pulmonaire 
ou cutanée.  
 
Matériels et méthodes 
Nous avons induit une fibrose pulmonaire expérimentale en faisant une injection 
quotidienne sous-cutanée de bléomycine et de l’acide hypochloreux (HOCl) à des lots de 20 
souris. Les souris ayant reçu une injection sous-cutanée de PBS servent de groupe témoin. 
Suivant la première injection, nous procédons aux sacrifices de 5 souris par groupe tous les 15 
jours. Avant sacrifice des souris, la FENO est évaluée chez chaque animal respirant de l’air 
dépourvu de NO dans une chambre de mesure individuelle par la méthode de 
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chimiluminescence. Après sacrifice, la quantité de collagène et l’expression des NOS sont 
évaluées dans les biopsies cutanées et pulmonaires. Le collagène est mesuré par colorimétrie 
quantitative. L’expression de NOS-2 et de NOS-3 est évaluée au niveau de l’épithélium 
bronchique, de l’endothélium vasculaire et du parenchyme alvéolaire par immuno-histochimie 
et Western-Blot. L’infiltration pulmonaire des polynucléaires neutrophiles (sc-71674) et 




L'accumulation progressive du collagène dans les tissus pulmonaires et cutanés est 
significativement plus élevée chez les souris intoxiquées par l’HOCl ou la bléomycine par 
rapport au groupe d’animaux témoins (souris ayant reçu du PBS). 
La fibrose pulmonaire commence à être visible 6 semaines après le début des 
injections avec la bléomycine et l’HOCl, et devient beaucoup plus nette à la 8ème semaine 
dans les 2 modèles. La concentration élevée de NO dans l’air expiré des souris précède 
l’apparition de la fibrose pulmonaire. En effet, il existe une augmentation précoce du NO 
expiré dès la 2
ème
 semaine après le début des injections. L’augmentation du NO expiré est 
maximale à la 4
ème
 semaine et commence à décliner à partir de la 6
ème
 semaine. La NOS-2 est 
surexprimée dans les bronches et dans les alvéoles. Le pic de la concentration du NO expiré 
coïncide avec celui de l’expression alvéolaire de la NOS-2 à la 4ème semaine après le début 
des injections et correspond à l’accumulation transitoire et fugace des polynucléaires 
neutrophiles dans les alvéoles. Cet infiltrat inflammatoire s’accompagne de la surexpression 
de la NOS-2 dans les alvéoles alors que les signes histologiques de la fibrose pulmonaire ne 
sont pas encore présents. En revanche, Il existe une diminution de l’expression de la NOS-3 
au niveau des artérioles et capillaire pulmonaire au fur et à mesure que la fibrose pulmonaire 
progresse. La production de NO dans l'air expiré s'accompagne d'une accumulation de 3-





Notre étude a permis l’évaluation concomitante du NO dans l’air expiré et l’expression 
tissulaire pulmonaire des NOS-2 et NOS-3, dans un modèle expérimental de fibrose 
pulmonaire. Nos résultats montrent que l’augmentation de la FENO est liée à l’augmentation 
de l’activité de la NOS-2 aussi bien au niveau des bronches qu’au niveau des alvéoles. 
Surtout, nos résultats montrent pour la première fois avec des données expérimentales 
tangibles que l’inflammation pulmonaire, quantifiée par la mesure non-invasive de la FENO, 
précède la fibrose pulmonaire. Enfin, la forte production de NO constatée provoque un effet 
délétère direct sur le tissu pulmonaire attesté par la présence de 3-nitrotyrosines, marqueurs 

































































1. Relation entre la CANO et l’effet profibrosant du sérum des patients atteints de 
sclérodermie systémique 
L’hypothèse selon laquelle la fibrose pulmonaire résulte de réparations tissulaires 
répétées et mal contrôlées en réponse aux agressions chroniques est un concept classique 
connu depuis plusieurs décennies [292, 293]. Les poumons ont une très grande surface 
exposée à l’environnement, qui représente plusieurs fois la surface corporelle (cutanée). Ceci 
explique la fréquence des pneumopathies dues aux agressions externes, infectieuses et/ou 
environnementales [294]. Bien que les stimuli agresseurs soient de nature diverse, la réponse 
pulmonaire locale et la réponse systémique à ces stimuli partagent des points communs. 
Notamment, l’inflammation résultant de ces agressions est liée à l’activation du l’immunité 
innée et adaptative avec la participation de l’immunité tant cellulaire qu’humorale. La 
réparation tissulaire assurée par les fibroblastes se traduit par l’augmentation de sa capacité de 
production des protéines de la matrice extracellulaire dont le collagène. Dans les conditions 
physiologiques, cette réparation tissulaire est autorégulée par l’induction de l’apoptose des 
myofibroblastes [88, 295]. Les voies biologiques ciblant le contrôle de la prolifération des 
fibroblastes sont étudiées en priorité dans le but d’obtenir des molécules spécifiques inhibant 
la fibrose [296].  
Plusieurs études ont mis en évidence les modifications phénotypiques des fibroblastes 
induites par les liquides biologiques comme le sérum ou le liquide de LBA des patients 
atteints de ScS. Ces études mettent en lumière la capacité du sérum à induire une fibrose des 
tissus situés à distance du lieu de synthèse supposé de la (ou des) molécule(s) responsables de 
l’induction de la fibrose. Cette capacité d’induire une fibrose systémique explique l’atteinte 
multi-organe des connectivites comme la ScS. Dans le sérum ou le plasma des patients 
atteints de ScS, plusieurs cytokines comme le TGF-β [297-299], le CTGF [88, 300] ou 
l’endothéline 1 [301, 302] ont été incriminées. Mais ces facteurs ne sont pas les seuls 
coupables. Les auto-anticorps anti-PDGFR [134], les molécules de faible poids moléculaire 
[303], les produits avancés d’oxydation des protéines [179], l’interleukine-1 (IL-1) [304, 305], 
l’IL-4 [306, 307], et l’IL-17 [308] sont d’autant de candidats potentiels. Cependant, aucune 
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étude n’a examiné la relation entre la concentration sérique de ces molécules et la sévérité de 
l’inflammation alvéolaire chez les patients atteints de ScS. Notre premier article a ainsi établi 
l’existence d’une corrélation entre l’augmentation de la CANO chez un patient donné et la 
capacité du sérum de ce même patient à induire la prolifération des fibroblastes pulmonaires 
et la transformation de ceux-ci en myofibroblastes [309]. L’évaluation de l’alvéolite active 
peut s’effectuer par une méthode directe comme le lavage broncho-alvéolaire (LBA) avec ou 
sans biopsie trans-bronchique [6, 7, 56] ou par le scanner thoracique [6, 310, 311]. Elle peut 
également être réalisée par la mesure du NO dans l’air expiré. 
L’évaluation de la PID par la mesure du NO expiré en utilisant la méthode de deux 
compartiments présente de nets avantages par rapport aux autres méthodes. Il s’agit d’une 
technique non-invasive, de réalisation facile et standardisée. Elle permet de préciser l’origine 
bronchique ou alvéolaire de la production du NO. Les résultats sont fiables, reproductibles et 
comparables entre les différentes équipes, permettant le suivi longitudinal et les méta-analyses 
multicentriques [9]. La première étude publiée par Girgis et coll. a montré l’augmentation de 
la CANO chez des patients atteints de ScS avec une PID [11]. Nous avons ensuite confirmé ce 
résultat chez un plus grand nombre de patients [10]. Ces deux études ont montré l’existence 
d’une corrélation entre la CANO et la sévérité de la PID, attestée par la diminution de la 
DLCO [10, 11] et de la capacité vitale forcée [10]. D’autres études ont mis en évidence une 
élévation du NO expiré [12] et de la CANO [13] chez des patients atteints de ScS sans PID, 
suggérant une élévation précoce de l’activité de la NOS inductible, probablement durant la 
phase initiale de l’inflammation, bien avant l’apparition de la fibrose pulmonaire. Notre 
résultat est en accord avec celui de Wuttge et coll. [13] montrant que l’inflammation 
alvéolaire évaluée par la CANO est fortement liée à l’étendu des opacités réticulées et en verre 
dépoli observées sur le scanner thoracique  
En dehors de l’inflammation alvéolaire qui stimule l’expression et l’activité de la NOS 
inductible, il existe deux éléments pouvant contribuer à une augmentation artéfactuelle de la 
CANO. Le premier élément est lié au modèle théorique de la mesure du NO à 2 
compartiments qui assimile l’arbre bronchique à un tube rigide de diamètre constant. Ce 
modèle néglige l’aspect arborisé des voies aériennes et la diffusion rétrograde du NO issu des 
bronches vers les alvéoles lors de l’expiration. Les corrections apportées par le modèle de la 
« trompette » [312] prennent en compte ces deux facteurs négligés dans le modèle précédent 
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même si elles donnent des valeurs de CANO légèrement inférieures à celles obtenues avec le 
modèle à 2 compartiments. Quel que soit le modèle utilisé, les valeurs de la CANO restent 
élevées chez les patients atteints de ScS par rapport aux sujets témoins [86]. Le deuxième 
élément potentiellement artéfactuel est l’accumulation passive de NO dans les alvéoles liée à 
la fibrose pulmonaire, attestée par la diminution de la DLCO. Cette diminution de la DLCO 
est liée soit à une diminution de la conductance membranaire, soit à une diminution du 
volume capillaire sanguin, soit à la conjonction de ces deux phénomènes. Bien qu’impossible 
à quantifier de façon précise, il semble que ce facteur soit négligeable et ne contribue pas de 
façon significative à l’augmentation de la CANO. En effet, il est possible de calculer le débit 
massique de NO produit par les alvéoles (V’ANO) en tenant compte de la CANO et de la 
capacité de diffusion alvéolo-capillaire de NO (DLNO) [313]. Nous avons ainsi mesuré de 
façon concomitante la CANO et la DLNO chez les patients atteints de ScS. Les premiers 
résultats portant sur 78 patients ont mis en évidence une augmentation de la production 
alvéolaire de NO chez les patients indemnes de troubles de diffusion alvéolo-capillaire 
(résultats non présentés). 
D’autres arguments indirects sont en faveur d’une augmentation de la production du 
NO au niveau des régions pulmonaires lésées. Les macrophages isolés du LBA des patients 
atteints de ScS avec PID expriment en permanence la NOS inductible et produisent de 
grandes quantités d’anions superoxydes, dont l’association avec le NO forme l’anion 
peroxynitrite, hautement toxique [314]. Il existe également une hyper-expression de la NOS 
inductible associée à la présence en excès de la 3-nitrotyrosine dans les macrophages, les 
polynucléaires neutrophiles et l’épithélium alvéolaire des patients atteints de fibrose 
pulmonaire idiopathique [315]. Les résultats similaires ont été observés dans les modèles 
animaux de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine [316] ou l’irradiation pulmonaire 
[317]. L’invalidation du gène codant la NOS inductible confère un effet protecteur contre la 
fibrose pulmonaire induite par la bléomycine [318]. 
En résumé, il existe des preuves directes et indirectes en faveur (1) de l’augmentation 
de la CANO chez les patients atteints de ScS, et (2) d’une relation étroite entre l’importance de 
cette augmentation et la sévérité de l’inflammation alvéolaire. Notre étude in vitro sur les 
fibroblastes pulmonaires humains a confirmé la liaison entre cette inflammation alvéolaire et 
l’effet fibrosant du sérum des patients sclérodermiques.  
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2. Valeur prédictive de la CANO sur l’aggravation de la PID liée à la sclérodermie 
systémique 
La corrélation entre l’inflammation alvéolaire et la fibrose pulmonaire est également 
retrouvée dans notre deuxième étude évaluant le pouvoir prédictif de la CANO par rapport à 
l’éventuelle  détérioration de la fonction respiratoire ou les risques de décès chez les patients 
atteints de ScS [319]. Dans cette étude, nous avons utilisé les critères usuels d’évaluation de la 
sévérité de la PID que sont la diminution des volumes pulmonaires (CPT et/ou CVF) de plus 
de 10% par rapport aux valeurs mesurées à l’inclusion dans l’étude. Le risque de décès, qui 
représente la complication la plus grave de la maladie [37], est également évalué en fonction 
de la CANO. Plusieurs études ont utilisé ces paramètres pour identifier un marqueur fiable 
pouvant prédire l’aggravation de la PID liée à la ScS [6, 20, 320]. La plupart de ces études 
repose sur les résultats du scanner thoracique ou la diminution des volumes pulmonaires 
mobilisables (CVF) pour objectiver l’extension des lésions de fibrose irréversible. Gibson et 
coll. ont montré que la présence (1) d’auto-anticorps anti-ARN polymérase, (2) de la forme 
cutanée diffuse de ScS (dcScS) et (3) d’une CVF inférieure à 70% peuvent prédire 
l’aggravation de la PID liée à la ScS, mais seule la forme cutanée (dcScS) subsiste comme 
facteur prédictif après une analyse multivariée. De plus, le faible nombre de patients ayant 
une CVF < 70% (7 patients sur 105) représente indiscutablement un point faible de cette 
étude, dont le grand nombre de patients ayant une maladie modérée  et peu évolutive rend peu 
représentative de la ScS évoluée [320]. Il n’existe à notre connaissance aucune étude 
longitudinale sur le rôle prédictif des biomarqueurs de l’inflammation dans la ScS. Nos 
résultats confirment qu’une valeur élevée de CANO (> 5,3 ppb) est prédictive d’une 
aggravation possible de la PID avec un risque élevé (HR à 6,06). Nous avons également 
déterminé la valeur « seuil » de la CANO à 8,5 ppb, au-delà de laquelle le risque de 
développer une PID est réel (avec une spécificité de 90%). La validation de ces résultats est 
renforcée par l’étude d’une cohorte indépendante de patients atteints de ScS de durée et de 
gravité comparables [319].  
Ainsi, l’augmentation de la CANO chez l’homme confirme l’existence d’une 
inflammation alvéolaire, pouvant précéder la survenue d’une PID chez les patients atteints de 
ScS. Pour d’évidentes raisons éthiques, les tissus pulmonaires humains ne sont pas accessibles 
à l’investigation physiopathologique et aux études moléculaires et cellulaires nécessaires pour 
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établir le lien entre l’inflammation alvéolaire et la fibrose interstitielle de la ScS. Nous avons 
donc utilisé des modèles murins de fibrose pulmonaire, en mettant au point la méthode de 
mesure du NO expiré chez la souris afin de combiner mesures in vivo et expérimentations in 
vitro chez le même animal porteur d’atteintes cutanées et systémiques semblables à celles 
observées au cours de la ScS chez l’homme. 
3. Signification des variations du NO expiré dans les modèles de fibrose pulmonaire 
induite par l’HOCl et la bléomycine 
En étudiant la cinétique de l’augmentation du NO expiré chez les souris ayant reçu la 
bléomycine ou l’acide hypochloreux (HOCl) nous avons pu relier l’augmentation du NO 
expiré aux modifications histologiques pulmonaires ainsi qu’à l’expression tissulaire de la 
NOS inductible chez les mêmes animaux. Nous avons réussi à quantifier le NO expiré chez la 
souris par une méthode non-invasive en respiration spontanée. Bien que les valeurs mesurées 
soient comparativement plus faibles que celles observées chez l’homme, les mesures 
effectuées chez la souris sont néanmoins suffisamment élevées pour clairement différencier le 
groupe des animaux traités par l’HOCl et/ou la bléomycine du groupe des animaux témoins, 
traités par le PBS. Les variations de la concentration du NO dans l’air expiré s’accompagnent 
d’une modification dans le même sens de l’expression protéique de la NOS inductible et de la 
présence tissulaire des nitrotyrosines. Nous avons également trouvé que la production accrue 
de NO chez les souris exposées au stress oxydatif est associée à la fois à un recrutement de 
cellules inflammatoires (macrophages et polynucléaires neutrophiles), à un stress nitrosatif et 
à la fibrose pulmonaire. 
 La fibrose est la conséquence d’une réparation mal-contrôlée du tissu affecté, suite à 
une lésion inflammatoire ou endothéliale [321]. Le NO est un médiateur ubiquitaire assurant 
la communication intercellulaire entre les cellules endothéliales, les cellules immunitaires et 
les fibroblastes. La relation entre une augmentation de la synthèse du NO et la fibrose 
pulmonaire n’est pas totalement établie et certaines études ont même donné des résultats 
contradictoires, les unes montrant une augmentation [10, 11, 83-86, 309] les autres une 
diminution [82, 322] de la production pulmonaire du NO chez les patients sclérodermiques. Il 
est cependant important de noter que ces résultats contradictoires ne portent que sur la valeur 
de la FENO. Certains auteurs suggèrent que le NO expiré n’est augmenté que pendant la phase 
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initiale de la maladie [13], pour diminuer ensuite de façon significative, lorsque que la ScS est 
déjà installée chez les patients souffrant de la PID et/ou de l’HTAP [322]. 
Nous avons montré dans notre troisième étude que l’augmentation progressive de la 
FENO chez les souris après injection de HOCl ou de bléomycine est corrélée à une 
augmentation concomitante de l’expression protéique de la NOS inductible. Les observations 
similaires ont été rapportées dans d’autres modèles murins des maladies allergiques, 
confortant l’idée d’une relation directe entre l’inflammation tissulaire et l’augmentation du 
NO expiré [232, 323, 324]. Cette étude est à notre connaissance la première à apporter des 
preuves directes, combinant les mesures in vivo avec les études in vitro dans un modèle 
expérimental, d’un lien chronologique étroit entre la biosynthèse du NO et le développement 
de la fibrose pulmonaire. D’autres auteurs ont évoqué cette hypothèse dans les études 
cliniques [322] sans pour autant pouvoir adosser leurs hypothèses sur des faits expérimentaux 
tangibles. Dans notre étude, la synthèse de collagène tant au niveau pulmonaire que cutané 
augmente 2 semaines après le début de l’élévation du NO, et reste élevée pendant les 4 
semaines suivantes.  
De nombreuses études ont essayé, sans succès, de déterminer la contribution 
respective de chacune des 3 isoformes de la NOS dans la quantité totale de NO mesurée dans 
l’air expiré chez les souris. La NOS inductible est considérée comme la source principale du 
NO expiré, selon Steudel et coll. [239] et Cook et coll. [241]. Cependant, De Sanctis et coll. 
ont montré que la NOS neuronale peut contribuer jusqu’à 40% à la production du NO dans 
l’air expiré [231]. Dans le modèle génétique des souris Tsk-1, Dooley et coll. [228] ont trouvé 
une diminution de l’expression de la NOS endothéliale associée à une fibrose cutanée. 
Cependant, les NOx sériques de ces animaux sont comparables à ceux des souris témoins. 
Cette discordance peut être expliquée soit par le manque de fiabilité méthodologique de la 
mesure des NOx, soit par une augmentation compensatrice du NO provenant de l’activité des 
NOS inductibles, malheureusement non étudiée par Dooley et coll [228]. Chez les souris, les 
NOS inductibles sont exprimées non seulement par des leucocytes mais aussi des cellules 
endothéliales, des pneumocytes de type II et des fibroblastes, qui sont d’autant de cibles 
cellulaires potentielles de la bléomycine. Cette dernière est connue par sa capacité de stimuler 
la production de cytokines pro-inflammatoires capables d’activer la NOS inductible par 
l’intermédiaire des facteurs de transcription tels que le NF-κB ou l’AP-1 [249].  
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Notre étude montre qu’il existe une infiltration importante de macrophages et de 
neutrophiles dans le tissu pulmonaire des souris. Ce recrutement de cellules inflammatoires 
peut être est une simple réponse systémique induite par des mécanismes immunitaires contre 
l’agression par un produit toxique. Ces cellules inflammatoires sécrètent des cytokines pro-
inflammatoires dont certaines sont capables d’induire la transcription du gène de la NOS 
inductible. A long terme, ces cytokines peuvent aussi être considérées comme des molécules 
pro-fibrosantes capables de stimuler les fibroblastes, et favoriser l’accumulation tissulaire de 
collagène [88]. L’augmentation du NO expiré peut, dans ce contexte, être considérée comme 
un marqueur précoce de la fibrogénèse pulmonaire. 
Six semaines après l’injection d’HOCl, la concentration de NO expiré reste élevée 
malgré l’amorce d’une diminution de l’expression protéique de la NOS inductible, suggérant 
l’intervention d’une autre source de NO. Ten Broeke et coll. [325] et De Sanctis et coll. [323] 
ont suggéré que la NOS inductible ne soit pas le seul facteur contribuant à l’augmentation du 
NO expiré. En fait, la biodisponibilité du NO est contrôlée par plusieurs mécanismes. Un 
excès de NO pourrait inhiber sa propre synthèse par les trois isoformes de la NOS. La 
présence de NO peut aussi diminuer non pas à cause d’un défaut de production mais par une 
consommation accrue, notamment par l’anion superoxyde qui inactive le NO en le 
transformant en peroxynitrite [184]. La présence de fortes quantités de peroxynitrite dans les 
tissus pulmonaires de souris précédant l’apparition de la fibrose pulmonaire plaide en faveur 
du rôle délétère de NO synthétisé en excès et se retrouvant dans un milieu riche en radicaux 
libres dérivés de l’oxygène. Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Saleh et coll. 
[315], qui ont aussi trouvé une déposition accrue de nitrotyrosine et une expression élevée de 
la NOS inductible dans les macrophages, les neutrophiles et les cellules épithéliales des 
patients ayant une PID dans la phase initiale de la maladie. 
4. Interaction possible entre le NO et l’HOCl 
A la différence de la bléomycine, les mécanismes expliquant l’augmentation de la 
production pulmonaire du NO par l’HOCl restent inconnus. Par rapport aux autres ERO 
(radical hydroxyle OH*, anion superoxyde O2°

 et peroxynitrite ONOO°
-), l’HOCl semble le 
composé le plus efficace pour provoquer une fibrose pulmonaire expérimentale chez la souris 
[179]. Dans notre troisième article, l’administration systémique de l’HOCl a séquentiellement 
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provoqué une activation de la NOS inductible, une augmentation du NO expiré et une fibrose 
pulmonaire.  
Malgré sa nature oxygénée et nitrogénée, le NO lui-même est relativement peu réactif 
mais il est capable de réagir avec d’autres radicaux libres oxydants pour donner naissance aux 
produits complexes dont la réactivité est plus puissante que celle du NO. En se combinant 
avec l’anion superoxyde (O2°

), le NO forme le peroxynitrite qui est une molécule fortement 
cytotoxique. Par ailleurs, le NO est aussi considéré comme un agent antioxydant et joue un 
rôle bénéfique dans des conditions physiologiques. Il y a une compétition quasi permanente 
entre le NO et l’O2°

 pour maintenir un équilibre physiologique. Une faible concentration de 
NO peut protéger la cellule contre le stress oxydatif apporté par l’anion superoxyde. Dans les 
cellules musculaires lisses, le NO a aussi un effet opposé à celui de l’anion superoxyde. 
L’anion superoxyde induit une contraction des cellules musculaires lisses en facilitant le flux 
d’entrée du calcium cytosolique [326] tandis que le NO est un des plus puissants 
vasodilatateurs endogènes. L’anion superoxyde inhibe aussi l’expression et l’activité de la 
guanylate cyclase soluble, cible moléculaire préférentielle du NO dont l’activation par celui-ci 
entraîne la synthèse du GMPc, second messager nucléotidique ayant un rôle clé dans la 
relaxation vasculaire [327]. Une augmentation de la production de l’anion superoxyde peut 
inhiber l’effet vasodilatateur du NO soit par un effet direct de l’anion superoxyde, soit en 
diminuant la biodisponibilité du NO et la formation du peroxynitrite résultant. Le 
peroxynitrite peut entrer en compétition directe avec l’action protectrice de l’enzyme 
superoxyde dismutase. Le peroxynitrite hérite à la fois de la puissance oxydative de l’anion 
superoxyde et du NO. Le peroxynitrite est impliqué dans les lésions aigues du poumon ainsi 
que dans la fibrose pulmonaire idiopathique [315]. Nos résultats montrent que les poumons 
sont un organe cible pour le stress oxydant au cours de la ScS, probablement parce que le 
milieu aérobique dans le poumon favorise des interactions oxydatives des ERO, y compris le 
NO. Par ailleurs, les dérivés hydroxylés H2O2 et HOCl sont aussi capables de stimuler 
l’expression de la NOS inductible, par activation du complexe NF-kB [328]. L’activité 
cytotoxique d’HOCl, devient encore plus importante lorsque ce dernier se combine avec le 
nitrite (NO2), un métabolite principal du NO pour former son arme ultime : le NO2Cl dont 
l’effet cytotoxique et bactéricide est trois fois plus puissant que ceux du NO et de l’HOCl. Les 
NOS sont également une source potentielle des ERO, en particulier de l’anion superoxyde. La 
production de l’anion superoxyde par les NOS survient lorsque celles-ci se font en mode 
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« découplé », en d’autres termes, lorsqu’il existe une déficience en substrat (L-arginine) ou en 
cofacteurs (BH4), déréglant la synergie entre les deux domaines réductase et oxygénase [329]. 
Dans ce cas, les NOS produisent des anions superoxydes au lieu du NO. Le NO peut aussi 
stimuler la production spontanée de superoxyde dans la mitochondrie, en se fixant sur le 
cytochrome oxydase et en bloquant le flux d’électrons normal vers le complexe III de la 
chaîne respiratoire mitochondriale [330]. 
 En conclusion, le NO joue un rôle important dans le développement de la fibrose, 
surtout en présence d’un stress oxydatif chez les patients sclérodermiques. D’une part, le NO 
lui-même est aussi un radical libre possédant un faible pouvoir oxydatif et appartenant à la 
famille des ERO. D’autre part, le NO fonctionne en synergie avec d’autres types d’ERO pour 
amplifier l’effet cytotoxique de ces molécules. Les interactions entre la voie du NO et celles 
des autres radicaux libres sont complexes et peuvent se produire à différents niveaux, de la 
biosynthèse au métabolisme chimique, avec des possibilités de régulations, soit par 
















Notre travail de thèse a permis de confirmer la valeur prédictive de la CANO sur la 
progression de la PID chez les patients porteurs de ScS et de valider la mesure de NO expiré 
comme marqueur de l’inflammation pulmonaire chez les souris sclérodermiques. Les résultats 
de notre travail peuvent être ainsi résumés : 
1. L’augmentation de la CANO chez les patients atteints de ScS, reflétant une alvéolite 
active, est corrélée à la capacité du sérum des malades à transformer les fibroblastes 
pulmonaires normaux en myofibroblastes pathologiques, première étape de la fibrose 
pulmonaire. 
2. La CANO est un biomarqueur non-invasif, sensible et fiable, permettant la prédiction de 
l’aggravation de la PID liée à la ScS. Les patients ayant une CANO supérieure à 5,3 ppb 
ont un risque élevé (d’environ 6 fois) d’aggravation de la fonction respiratoire ou de 
survenue de décès par rapport à ceux ayant une CANO inférieure à 5,3 ppb. La valeur de 
CANO > 8,5 ppb pourrait être un argument fort préconisant un traitement précoce de la 
PID liée à la ScS.  
3. L’inflammation alvéolaire, avec activation de la NOS inductible et augmentation du NO 
expiré, précède la fibrose pulmonaire dans un modèle expérimental de souris 
sclérodermique induit par un stress oxydatif. La valeur maximale de la concentration 
fractionnaire de NO expiré est observée à la 4
ème
 semaine et correspond à la co-existence 
d’infiltrats inflammatoires, transitoires et fugaces, de polynucléaires et de 
monocytes/macrophages au niveau des alvéoles. Cet infiltrat inflammatoire s’accompagne 
d’une surexpression transitoire de la NOS inductible alvéolaire alors que la fibrose 
pulmonaire histologique n’est pas encore installée. De plus, la forte production de NO 
provoque un effet délétère direct sur le tissu pulmonaire, attesté par la présence de 3-






L’étude in vitro sur les fibroblastes pulmonaires exposés au sérum des patients atteints de ScS 
sera poursuivie par l’exploration des voies NO/GMPc et RhoA/Rho-kinases concernant l’effet 
pro-prolifératif et activateur des fibroblastes. 
 
L’étude in vivo sur le modèle de souris sclérodermiques sera reconduite avec l’utilisation des 
souris déficientes du gène codant pour la NOS inductible, permettant de préciser la 
contribution de cette enzyme (1) dans la concentration totale du NO expiré et (2) à la 
survenue de la fibrose pulmonaire. Nous projetons également d’étudier l’effet du traitement 
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Annexe A: Classification des pneumopathies interstitielles diffuses; American Thoracic Society/ European Respiratory Society (2002)  
Entité anatomo-clinique Lésions au scanner thoracique Histologie Evolution 
Pneumopathie interstitielle 
commune 
- Bases pulmonaires avec lésion sous pleurale et 
para-septale avec modification structurale 
- Alternance de zones pathologiques et de zones 
saines 
Aspect pseudo-kystique sous pleurale ou en rayon 
de miel 
-Présence de foyers fibroblastiques traduisant une activité de 
la maladie.  
-Distorsion architecturale du parenchyme pulmonaire avec 
présence d’aspect en rayon de miel 
-Hétérogénéité temporelle des lésions 
- Mauvais pronostic si diminution de CVF de plus de 10% en 6 
mois ou de DLCO de 15% en 1 an 
- Valeur de pronostic péjoratif de la présence de nombreux foyers 
fibroblastiques constatés sur la biopsie pulmonaire  
Pneumopathie interstitielle non 
spécifique 
- Aspects en verre dépoli bilatéraux symétriques 
prédominant aux bases pulmonaires 
- Images réticulaires et linéaires irrégulières 
- Co-existence des 2 types de lésions dans la même 
zone du parenchyme pulmonaire   
- Distribution péri-bronchique des lésions   
- Infiltrat de cellules inflammatoires principalement 
lymphocytaire avec une fibrose interstitielle inter-alvéolaire 
- Forme cellulaires : lésions inflammatoires sans fibrose 
- Forme fibreuse : association de lésion inflammatoire et de 
fibrose ou bien uniquement de fibrose 
- Pronostic plus favorable que la pneumopathie interstitielle 
commune  
- Pronostic moins favorable des formes histologiques fibreuses.   
 
Pneumopathie organisée 
cryptogénique ou Bronchiolite 
oblitérante avec pneumopathie 
organisée 
- Plages de condensation parenchymateuse avec 
bronchogramme aérique uni ou bilatérales 
- Dilatation modérée de la lumière bronchique 
- Distribution sous pleurale et péri-bronchique des 
opacités en verre dépoli ou micro-nodulaire 
- Images migratrices des opacités alvéolaires 
- Obstruction endoluminale des espaces aériens distaux par 
un tissu de granulation fibreux constitué de cellules 
inflammatoires, de fibroblastes et de tissu conjonctif 
Excellente cortico-sensiblité de la bronchiolite oblitérante avec 
pneumopathie organisée 
bronchiolite respiratoire avec 
pneumopathie interstitielle 
Association de petites lésions nodulaires et des 
opacités en verre dépoli péribronchiques et parfois 
des lésions d’emphysème centro-lobulaires 
 
- Inflammation de la paroi des bronchioles avec infiltrat de 
macrophages contenant des pigments brunes 
- Lésions sont associées avec des infiltrats lymphocytaires et 
histiocytaires péri-bronchiolaires avec inflammation de la 
paroi alvéolaire adjascente 
- Parfois emphysème centro-lobulaire   




- Opacités en verre dépoli prédominant aux lobes 
inférieurs et dans les régions périphériques  
- Opacités linéaires irrégulières et réticulaires des 
bases 
- Parfois des images en rayon de miel d’étendue 
limitée  
- Inflammation de la paroi des bronchioles avec infiltrat de 
macrophages contenant des pigments brunes 
- Infiltrat inflammatoire des septa inter-alvéolaires par des 
plasmocytes et des polynucléaires éosinophiles 
- Hyperplasie pneumocytaire  
- Accumulation de macrophages intra-alvéolaire 




- Condensation alvéolaire diffuse qui peut soit 
régresser soit laisser la place à une fibrose 
pulmonaire avec des images en aspect en verre 
dépoli fixé, des images réticulaires et des en rayon 
de miel  
- Lésions alvéolaires diffuses avec une phase aigue et une 
phase de lésions organisées 
- Phase aigue : œdème des cloisons alvéolaires avec exsudat 
associé à une inflammation aigue à polynucléaire et 
lymphocytaire 
- Phase de lésions organisées : fibrose des cloisons inter-
alvéolaires et hyperplasie des pneumocytes de type II avec 
apparition de pseudo-bourgeons fibreux intra-alvéolaires  
-Thrombus artériolaire 
- Evolution possible vers une restitution ad integrum ou vers une 
fibrose pulmonaire terminale 
Pneumopathie interstitielle 
lymphocytaire 
- Opacités en verre dépoli associées à des opacités 
nodulaires centrolobulaires et micronodulaires sous 
pleuraux 
- Présence d’adénopathie médiastinale associée 
  
- Infiltrat lymphoïde interstitel dense lympho-plasmocytaire 
et histiocytaire associé à des follicules lymphoïdes 
- Follicule lymphoïde est organisée avec un centre 
germinatif et une hyperplasie des pneumocytes de type II 
- Parfois, modification de l’architecture du poumon  
- Transformation possible en lymphome 
- Diagnostic différentiel avec le lymphome en éliminant une 
clonalité des lymphocytes    
- Sensibilité à la corticothérapie 


























































































































































































































































Le dysfonctionnement endothélial et le dérèglement du système immunitaire sont les deux 
principaux mécanismes physiopathologiques responsables de la fibrose de la peau et des 
organes internes dans la sclérodermie systémique (ScS). La pneumopathie interstitielle diffuse 
(PID) est devenue la principale cause de mortalité de la maladie. L’inflammation pulmonaire 
est la conséquence de l’activation du système immunitaire, qui stimule la NO synthase 
inductible (NOS-2) et augmente la production alvéolaire de monoxyde d’azote (NO). 
L’augmentation de la concentration alvéolaire de NO (CANO) est significativement corrélée à 
la sévérité de la PID chez les patients atteints de ScS. L’augmentation de la CANO est liée à la 
l’effet inducteur du sérum des malades sur la prolifération des fibroblastes pulmonaires et leur 
différentiation en myofibroblastes, faisant ainsi le lien biologique entre l’inflammation 
alvéolaire et la fibrose pulmonaire dans la ScS. Nous avons ensuite testé la valeur prédictive 
de la CANO dans la détérioration de la PID. Les patients ayant une CANO supérieure à 5,3 
ppb présentent un risque élevé (> 6 fois) de voir survenir l'aggravation de la fibrose 
pulmonaire ou le décès (évènement combiné) par rapport à ceux qui ont une CANO inférieure 
ou égale à 5,3 ppb. Une valeur de CANO supérieure ou égale à 8,5 ppb permet de détecter les 
patients avec un risque de 90% de survenue d’évènement combiné dans les trois ans. Ces 
patients pourraient alors bénéficier d’un traitement approprié précoce. Nous avons évalué 
l’inflammation pulmonaire dans deux modèles murins de fibrose pulmonaire induite par 
l’acide hypochloreux et la bléomycine, par la mesure non-invasive du NO expiré (FENO). Le 
pic d’augmentation de FENO se situe 4 semaines après le début des injections, et précède la 
fibrose pulmonaire, qui ne devient significative qu’à partir de 6 semaines d’intoxication. 
L’augmentation de la FENO est liée à l’augmentation de l’expression de la NOS-2 aussi bien 
aux niveaux des bronches qu’aux niveaux des alvéoles. Enfin, la forte production de NO 
constatée provoque un effet délétère direct sur le tissu pulmonaire attesté par la présence de 3-
nitrotyrosines, marqueurs du stress nitrosatif. 
 
Mots-clés: sclérodermie systémique, pneumopathie interstitielle diffuse, monoxyde d’azote, 
physiopathologie. 
